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SOMMAIRE 
Comment une simple molecule peut-elle contenir 1'information necessaire et le potentiel de 
permettre le developpement de la vie? La vie etant un processus tres complexe, il va de soi 
qu'il y a une multitude de mecanismes impliques entre cette molecule initiale et la presence 
d'un etre vivant. Cette molecule qui contient l'information genetique doit etre multipliee, 
manipulee et transformee afin de permettre le developpement de cette vie. Tous les processus 
physiologiques impliques doivent etre guides, controles, car il est imperatif de maintenir 
l'homeostasie, de maintenir l'equilibre de fonctionnement. La regulation de l'expression 
genetique peut se faire par de nombreux mecanismes, en reponse a une multitude de stimuli, 
assuree principalement par Taction des proteines. Ces proteines, resultant du message 
genetique contenu dans les genes, assurent d'ailleurs l'essentiel des fonctions de la cellule. II 
appert done que les mecanismes de regulation ont longtemps ete consideres comme etant 
uniquement l'affaire des proteines. 
Au debut des annees 2000, un nouveau mecanisme de regulation a ete mis a jour: la 
regulation des genes par l'entremise des ARNm appelee la riboregulation. Ce mecanisme 
consiste en des structures d'ARNm capables de lier de petits metabolites et de moduler 
l'expression des genes. Ces structures sont appelees des riboregulateurs et il en existe 
plusieurs classes et Ton peut les retrouver dans une multitude d'organismes. 
C'est ainsi que depuis quelques annees, plusieurs equipes de recherche caracterisent le 
fonctionnement de la riboregulation par le biais de 1'analyse structurale et fonctionnelle de 
chaque classe de riboregulateurs. Mes travaux s'inscrivent dans ce cadre de recherche, mais 
visent plus particulierement l'etude du riboregulateur adenine. Les resultats presentes dans ce 
memoire se situent tout droit dans cette lignee. En effet, l'objectif des travaux effectues etait 
de caracteriser un element riboregulateur implique dans la regulation de l'adenine. Pour ce 
faire, deux approches differentes ont ete utilisees. La premiere consistait en l'etude 
mutationnelle du riboregulateur a l'aide d'un systeme rapporteur a chez la bacterie Bacillus 
ii 
subtilis. La deuxieme approche consistait a etudier le mecanisme de repliement du 
riboregulateur adenine pendant la transcription en adaptant une technique d'elongation par 
etapes developpee recemment. 
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INTRODUCTION 
L'EXPRESSION DES GENES 
II existe une theorie fondamentale en biologie moleculaire que Ton appelle le dogme central et 
qui pourrait se resumer ainsi: L'ADN (acide desoxyribonucleique) est le support stable de 
1'information genetique, qui en reponse a 1'activation de 1'expression des genes, est transcrit 
en un intermediate appele ARNm (acide ribonucleique messager) et ce dernier est traduit en 
proteine. L'ADN est une macromolecule dont la structure et les proprietes chimiques lui 
permettent d'assurer des fonctions de stockage de reformation genetique tout en assurant son 
transfert entre les generations, et tout cela en etant suffisamment permissif pour pouvoir 
accepter les modifications qui sont le moteur de revolution. Selon cette theorie, les proteines 
sont les principales sinon les seules molecules effectrices tandis que les ARNm auraient plutot 
un role dans le transport de 1'information, comme support temporaire de 1'information 
genetique (Figure 1). 
* J*® _ 
Replication ~ Transcription Traduction 
ADN . K. ARNm • HL/I 
\Jt 
Proteines 1 J* Metabolites I I 
Regulation par les proteines 
Figure 1. Mecanisme general d'expression des genes 
Depuis la decouverte de l'ADN, il y a de 9a plus de cent ans (Dahm, 2008), on en sait 
beaucoup plus sur la fa?on dont 1'information genetique est transferee entre les generations 
(Avery et al., 1979). En effet, on a decouvert sa variabilite (Chargaff, 1951), sa structure 
(Watson et Crick, 1953) et la fa?on dont on pouvait la decrypter (Nirenberg et al., 1963). Les 
mecanismes multiples responsables de la transformation de l'information genetique en 
individu a part entiere sont davantage connus. II y a 3 principaux mecanismes qui font partie 
du processus d'expression des genes. 
II y a tout d'abord la replication, qui consiste en la duplication de l'ADN afin de pouvoir 
transferer l'information genetique d'une cellule-mere aux cellules filles. De nombreuses 
proteines sont impliquees dans le processus, mais c'est l'ADN polymerase qui est responsable 
de la synthese du nouveau brin d'ADN. Autre processus important, la transcription, qui permet 
de transferer l'information contenue dans une sequence d'ADN, vers la molecule 
principalement reconnue pour le transport de l'information genetique, l'ARNm. Encore une 
fois, il y a une multitude de molecules impliquees a cette etape, mais la transcription en elle-
meme est assuree par l'ARN polymerase. Pour finir, lors de la traduction, l'information 
genetique contenue sous forme de molecule d'ARNm, va etre traduite en proteine avec l'aide, 
entre autres, des ribosomes et des ARN de transferts (ARNt). Les proteines ainsi produites 
constituent les principales macromolecules effectrices des organismes. Elles assurent de 
nombreuses fonctions telles que la catalyse des reactions biochimiques, le transport, la 
reconnaissance et la signalisation. Ce sont d'ailleurs ces proteines qui assurent la regulation 
genetique et la preservation de l'homeostasie cellulaire. 
L'ARN 
L'ARN est compose d'une chaine de nucleotides dont chacun est compose d'un ribose, d'une 
base azotee et d'un groupement phosphate. II est compose de quatre bases azotees, l'adenine 
(A), l'uracile (U), la cytosine (C) et la guanine (G). L'ARN est tres similaire a l'ADN, mais il 
est generalement moins long. L'uracile remplace la thymine et la presence d'un ribose a la 
place d'un desoxyribose le rend chimiquement plus labile. Cette flexibilite apportee par le 
groupement OH en position 2' du ribose permet la formation de structures plus complexes 
(Figure 2). En effet, le groupement hydroxyle peut faire des ponts hydrogenes avec les bases 
azotees, les oxygenes des groupements phosphate ou avec d'autres riboses (Sood et al., 2002). 
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Les interactions permettent, entre autres, de stabiliser des repliements prononces entre l'ARN 
et le squelette des ARN lorsqu'ils se rapprochent (Quigley et al., 1975) et de faire ressortir des 
nucleotides lors d'evenements d'empilement (Quigley et Rich, 1976). 
Figure 2. Groupement 2' hydroxyle du ribose, source de flexibility et site d'interaction 
majeur. 
LES STRUCTURES ET LES MOTIFS D'ARN 
II a ete demontre pour la premiere fois en 1956 que l'ARN etait capable de former des helices 
(Rich, 1956). C'etait la premiere preuve que l'ARN pouvait former des structures secondaires. 
Depuis ce temps, les donnees accumulees au fil des annees au sujet des ARN demontrent bien 
que leur forme et leur fonction proviennent de leur capacite a adopter des structures 
tridimensionnelles complexes. C'est la combinaison de differents motifs et de structures 
tertiaires qui produit habituellement un ARN fonctionnel (Hendrix et al., 2005). Les motifs 
0 VpH 
1 ^ ^ 
0 = p - n 
Phosphate 
3 
d'ARN sont definis de fa<?on tres large comme des elements structuraux recurrents, sujets aux 
contraintes et dependants de la sequence de ribonucleotides (Leontis et Westhof, 2003). On 
peut essentiellement les separer en deux groupes : ceux qui se retrouvent au niveau de la 
structure secondaire et ceux qui sont impliques dans la structure tridimensionnelle de la 
molecule. Les motifs les plus frequemment retrouves au niveau de la structure secondaire sont 
les helices, les tiges-boucles, les boucles internes et les jonctions (Hendrix et al., 2005). Ce 
dernier motif correspond d'ailleurs souvent au site fonctionnel des molecules d'ARN (Batey et 
al., 2004; Montange et Batey, 2008; Serganov et al., 2004). D'autres motifs retrouves au 
niveau des interactions tertiaires sont importants tel que les interactions boucle-boucle et les 
pseudonoeuds (Shen et Tinoco, 1995) (Figure 3). Les sequences d'ARN qui composent ces 
elements sont habituellement tres conservees. Parfois, un changement dans la sequence est 
compense par un autre changement. Cette covariation permet a la molecule de supporter des 
Double h£lice 
d'ARN 
Bouda interns 
asymdtrique 
Bulge 
Jonction d 
3voies 
5 ' 3 
Tige bouele Interaction boucle-boucle 
3' b' 
Jonction & 
4 voies 
Pseudonoeud 
Figure 3. Quelques motifs et structures retrouves dans les molecules d'ARN. 
modifications dans sa sequence, sans occasionner pour autant un changement de structure et 
une perte de fonction. Ces motifs ne sont que quelques exemples de ce que l'on retrouve dans 
la nature, mais donnent une idee du potentiel que possedent les molecules d'ARN afin 
4 
d'adopter une multitude de structures permettant d'accomplir une tout aussi impressionnante 
quantite de fonctions specifiques. 
LES FAMILLES D'ARN 
Les molecules composees de chaines d'acide ribonucleique sont de divers types. A ce jour, on 
compte plusieurs families definies selon leur fonction. On peut separer tout d'abord les ARN 
en deux grands groupes : les ARN codants et les non-codants. Dans le groupe des ARN 
codants on retrouve les ARNm surtout impliques dans le transfert de l'information genetique. 
Le second groupe est sous-divise : on a d'un cote les ARN traductionnels, composes des ARN 
de transfert (ARNt) et des ARN ribosomaux (ARNr), et de 1'autre, les petits ARN dans 
lesquels sont inclus, entre autres, les ARN interferents (siARN), les microARN (miARN), les 
ARN nucleolaires (snoARN) et les ARN nucleaires (snARN) (Jeremy M. Berg, 2007). 
Les ARN non-codants ont une grande variete de fonctionnalite. Par exemple, il y a ceux qui 
sont impliques dans les modifications comme le spliceosome ou ceux qui sont impliques dans 
la formation du ribosome, soit les ARN ribosomaux. D'autres ARN sont plutot impliques dans 
la regulation des genes comme les miARN, les siARN et quelques autres longs ARN non-
codants (Matzke et Matzke, 2004; Vazquez et al., 2004; Watanabe et al., 2008; Wu et Belasco, 
2008). 
ARN CATALYTIQUE 
La theorie fondamentale de la biologie moleculaire fut consideree comme la plus realiste 
jusqu'au debut des annees 1980 alors que deux equipes de recherche ont decouvert que des 
molecules d'acides nucleiques etaient capables d'effectuer des actions habituellement 
reservees aux proteines (Guerrier-Takada et al., 1983; Kruger et al., 1982). Ces decouvertes 
remettaient en cause certains roles et fonctions des ARN. 
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La premiere equipe a decouvert qu'une sequence dans un intron etait capable de s'auto-exciser 
du transcrit d'ARN sans l'aide de proteine. La seconde equipe a quant a elle demontre que 
c'est l'ARN dans le complexe ARN-proteine de la ribonuclease P (RNase P) qui etait 
responsable de l'activite ribonucleasique. lis mettaient ainsi a jour les premieres molecules 
d'ARN capable de catalyser des reactions chimiques. Ces molecules ont ete appelees 
ribozymes : appellation provenant du melange d'acide ribonucleique et d'enzyme. Ces 
ribozymes realisaient leur clivage par une reaction de transesterification (Serganov et Patel, 
2007). Leurs proprietes catalytiques viendraient du fait que l'ARN est capable d'adopter des 
structures secondaires et tertiaires assez complexes. Ainsi, cette predisposition de l'ARN a 
former des structures tridimensionnelles semblables a celles des proteines serait a la base de la 
diversite de ses fonctions, dont sa capacite a effectuer des reactions chimiques. A ce jour, on a 
caracterise une dizaine de ribozymes qui sont impliques dans differentes reactions de clivages 
ou d'epissage alternatif (Serganov et Patel, 2007). Quoi qu'il en soit, ces ARN sont capables 
d'effectuer une diversite d'activites catalytiques demontrant ainsi que les ARNm ne semblent 
pas seulement impliques de fa?on passive dans l'expression des genes, mais qu'ils pourraient 
potentiellement y tenir un role tres actif. 
APTAMERES SYNTHETIQUES 
La decouverte des ribozymes ouvrait la possibility a ce que les molecules d'ARN puissent 
assurer toute sorte de fonctions supplementaires jusque-la inconnues. Effectivement, apres 
qu'eut ete etabli que le precurseur de l'ARN ribosomal de Tetrahymena, maintenant connu 
sous le nom d'intron du groupe I, etait capable d'effectuer son activite catalytique sans l'aide 
de proteines, l'equipe du Dr T. Cech a demontre qu'il pouvait lier directement son substrat 
afin d'augmenter le rendement et la specificite de la reaction biologique (Bass et Cech, 1984). 
Done, apres avoir demontre les capacites catalytiques des ARN, ce cas montrait pour la 
premiere fois la capacite d'un ARN a lier des metabolites. Pour faire suite a cela, des equipes 
de recherches ont essaye de creer et d'isoler des structures complexes d'ARN ayant la 
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propriete de lier de petits metabolites (Cech et Szewczak, 1996). En utilisant la technique du 
SELEX (Evolution systematique des ligands par enrichissement exponentiel) qui consiste a 
selectionner parmi une grande quantite de molecules d'ARN celles capables de lier un ligand, 
des equipes sont parvenues a obtenir les premiers aptameres (du latin aptus qui signifie 
« adapte a ») d'ARN synthetiques capables de lier des molecules comme des acides amines ou 
des antibiotiques (Ellington et Szostak, 1990, 1992; Tuerk et Gold, 1990). Ces decouvertes 
fiirent rapidement suivies par l'obtention d'aptameres capables de lier de plus petits 
metabolites comme des nucleotides (Sassanfar et Szostak, 1993; Sazani et al., 2004; 
Srinivasan et al., 2004) et des coenzymes (Lauhon et Szostak, 1995). Ces experimentations ont 
demontre sans l'ombre d'un doute que l'ARN avait la capacite et le potentiel de lier de 
nombreux petits metabolites. On s'est rendu compte, de plus, que la liaison d'un metabolite 
s'averait avantageuse pour l'ARN, car elle le stabilisait dans plusieurs cas (Soukup et Breaker, 
1999). A partir de ce moment, avec les nouvelles donnees qu'on possedait, il devenait de plus 
en plus probable de creer artificiellement des ARN capables de lier des ligands. II n'etait done 
pas impossible de retrouver eventuellement d'autres exemples de ce phenomene dans des 
organismes presents dans la nature. 
SURVOL DE LA REGULATION DES GENES CHEZ LES BACTERIES 
Parallelement au developpement des aptameres d'ARN synthetiques, on s'est interesse 
davantage aux ARNm endogenes afin de voir s'ils ne pouvaient pas etre impliques dans 
l'expression des genes d'une autre fa?on qu'en tant que simple intermediate. Mais pour 
mieux comprendre, il faut tout d'abord revenir sur les mecanismes de bases de l'expression 
des genes. 
La regulation de l'expression des genes est le mecanisme de base permettant la differentiation 
cellulaire, la morphogenese et l'adaptation d'un organisme a son environnement. Lorsqu'une 
proteine est necessaire, des signaux activent l'expression du gene correspondant: l'ADN est 
transcrit en ARNm et ce dernier est par la suite traduit en proteine. Malgre leur simplicity, les 
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bacteries ont le besoin fondamental de reguler l'expression de leurs genes. Une des principales 
raisons est qu'ils sont des opportunistes nutritionnels. Pourquoi utiliser de l'energie pour 
concevoir des composes alors qu'ils sont disponibles dans leur environnement? Les bacteries 
baignent habituellement dans des milieux remplis de nutriments. Ainsi, deux choix s'offrent a 
elles : utiliser les nutriments du milieu ou en synthetiser de nouveau en se servant de leur 
machinerie enzymatique. Toutefois, la deuxieme option demande une plus grande quantite 
d'energie, car il faut faire fonctionner tous les processus necessaires afin de produire les 
nutriments essentiels. Done, les mecanismes de synthese de novo ne vont etre utilises qu'en 
cas de besoin. II est important pour la survie des organismes d'etre le plus efficace possible, de 
ne pas gaspiller son energie en produisant, par exemple, des metabolites deja presents en 
concentration adequate dans la cellule ou dans son environnement. Pour reduire au minimum 
la consommation d'energie, tous les processus vont etre finement regules par une multitude de 
molecules et cette regulation commence lors de l'expression des genes. 
En premier lieu, il faut s'assurer que les genes ne sont pas exprimes inutilement. Pour ce faire, 
la cellule possede une panoplie de detecteurs et d'effecteurs qui permettent d'evaluer et de 
controler de fa?on adequate, la presence de tous les nutriments. II est connu depuis un bon 
moment que ce sont des proteines qui sont impliquees principalement dans le controle des 
mecanismes d'expression. II y a done des proteines specifiques qui vont venir moduler 
l'expression du gene en controlant la transcription ou la traduction en reponse a la reception de 
signaux bien precis telle que la presence d'un certain metabolite en trop grande concentration. 
Par exemple, une proteine peut se lier a un metabolite determine dans des conditions bien 
definies et former ainsi un complexe qui va interagir avec, soit le systeme transcriptionnel, soit 
le systeme traductionnel afin de moduler a la hausse ou a la baisse la synthese de ce metabolite 
en fonction des besoins de l'organisme. Cet exemple un peu simpliste est juste pour illustrer le 
role primordial des proteines pour la regulation de l'expression des genes. Cependant, avec les 
annees, on a decouvert de plus en plus de cas dans lesquels les genes ne semblaient pas etre 
associes a des proteines regulatrices. Les chercheurs n'arrivaient pas a identifier les proteines 
responsables de la regulation de l'expression de certains genes (Christiansen et al., 1997; 
Gelfand et al., 1999; Grundy et Henkin, 1998; Miranda-Rios et al., 2001; Nou et Kadner, 
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2000; Parte et al., 1998). Cette situation laissait penser qu'il existait probablement un 
mecanisme encore inconnu responsable de la regulation de ces genes orphelins. 
LES RIBOREGULATEURS : LA DECOUVERTE 
La reponse est venue une dizaine d'annees apres la creation des premiers aptameres 
synthetiques, avec la decouverte de molecules d'ARNm naturellement capables de lier 
directement de petits metabolites de fafon tres specifique et que cette liaison pouvait 
influencer l'expression de genes dans les bacteries (Nahvi et al., 2002). Ces molecules, qu'on 
a appelees riboregulateurs, sont capables de moduler a la hausse ou a la baisse l'expression 
d'un gene en reponse a la liaison ou non d'un ligand, et ce, sans l'aide apparente de proteines 
(Figure 4). Ces molecules d'ARN ont tout d'abord ete retrouvees chez les procaryotes, 
organismes chez lesquels la majorite des riboregulateurs ont ete repertories. Ce n'est qu'un 
peu plus tard que les premiers riboregulateurs eucaryotes furent recenses (Sudarsan et al., 
2003a). Depuis 2002, plus d'une dizaine de classes de riboregulateurs ont ete caracterisees 
(Montange et Batey, 2008) et ce nombre continue d'augmenter consequemment a 
l'accroissement du nombre de genomes sequences combine au developpement de nouvelles 
approches d'analyses bio-informatiques (Griffiths-Jones et al., 2005; Weinberg et al., 2007). 
Regulation par les riboregulateurs 
Regulation par les proteines 
Figure 4. Representation des differents types de molecules impliques dans l'expression 
des genes et leur regulation 
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La decouverte des riboregulateurs a permis d'elucider mysteres concernant les mecanismes de 
regulation de certains des genes orphelins. 
MECANISME DE FONCTIONNEMENT 
Les riboregulateurs sont generalement situes dans la partie 5' non traduite des ARNm de genes 
impliques de pres ou de loin dans le metabolisme du metabolite regule. Les riboregulateurs 
sont des brins d'ARNm generalement composes de deux domaines distincts (Figure 5). Le 
premier est l'aptamere qui contient le site de liaison du ligand et est la partie la plus conservee 
du riboregulateur. Le deuxieme domaine est la plateforme d'expression qui, en reponse a la 
liaison du ligand a l'aptamere, peut moduler l'expression d'un gene par sa restructuration. Ce 
domaine est habituellement tres peu conserve. Ce changement de structure peut, selon le 
riboregulateur, activer ou reprimer l'expression du gene (Figure 6). Au niveau de la 
transcription, lors d'un cas de repression, il s'agit principalement de la formation d'une 
structure terminatrice qui est favorisee a la suite de la liaison du ligand, au detriment d'une 
structure antiterminatrice (Mironov et al., 2002; Winkler et al., 2002a). La structure 
terminatrice generalement retrouvee est composee d'une tige-boucle riche en guanine et en 
cytosine et est immediatement suivie par une sequence constitute de plusieurs uraciles. Dans 
le cas d'une activation de l'expression en reponse a la liaison d'un ligand a l'ARN, le 
5'UTR Region codante 3'UTR 3' 
5' 
Codon 
d'arret 
Aptamere Plateforme 
d'expression 
Figure 5. Anatomie d'un ARNm bacterien contenant un riboregulateur en 5 
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complexe forme, plus stable, va empecher la formation de la structure terminatrice. Lorsque 
cette regulation s'effectue au niveau de la traduction, c'est generalement la modification de 
l'accessibilite du ribosome a la sequence de Shine-Dalgarno qui module l'expression (Nahvi et 
al., 2002; Nou et Kadner, 2000; Winkler et al., 2002b)(Figure 6). Lorsque le site de liaison du 
ribosome est accessible, le ribosome peut s'y lier et y amorcer la traduction. Dans un contexte 
de repression, la liaison du ligand va modifier la structure du riboregulateur de telle faipon que 
le site de liaison du ribosome sera inaccessible en raison de son implication dans une structure 
stable, une helice par exemple. La traduction est done entravee par l'incapacite du ribosome a 
se lier a l'ARN. Ces mecanismes permettent ainsi la regulation des genes aux niveaux 
transcriptionnel et traductionnel en fonction de la concentration du metabolite regule, et ce, 
sans l'aide directe de proteine. Cependant, malgre le fait qu'ils fonctionnent in vitro sans 
proteine, on ne peut ecarter la possibility de decouvrir un jour des riboregulateurs qui 
fonctionnent avec des proteines. 
ribosome 
transcription 
• UUUUU r 
ant!-term inateur 
twminateur 
pasde transcription 
. ^ __ 
UUUUU 
' aptamfere • 
traduction 
> aptamire. 
plate-forme 
d'expression 
ptat»-form» _ 
d'txprosslon* 
Figure 6. Mecanismes generaux de regulation. A. Regulation par la transcription. B. 
Regulation par la traduction. Adapte de Kim et Breaker (2008). 
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CLASSES DE RIBOREGULATEURS 
Les classes de riboregulateurs sont determinees a partir des ligands auxquels ils s'associent. 
Leur tres grande specificite et selectivity provient de leur capacite a reconnaitre beaucoup de 
groupements fonctionnels de leur ligand (Gilbert et al., 2006a). A travers les differents types 
de riboregulateurs, il existe une echelle de complexity liee a leur structure (Tableau 1). Parmi 
les plus simples se retrouve la classe des riboregulateurs purines, composee des 
riboregulateurs guanine et adenine, decouverts en 2003 (Mandal et al., 2003; Mandal et 
Breaker, 2004) et qui consiste en des ARN adoptant une structure a trois voies. (Mandal et 
Breaker, 2004). Dans la categorie des riboregulateurs plus complexes, on retrouve entre autres 
le riboregulateur SAM qui est compose d'une structure a quatre voies (Winkler et al., 2003), le 
riboregulateur lysine compose d'une jonction a cinq voies (Grundy et al., 2003; Rodionov et 
al., 2003; Sudarsan et al., 2003b) et le riboregulateur glycine qui est compose de deux 
aptameres (Mandal et al., 2004). Tous les riboregulateurs connus sont repertories dans le 
tableau 1 selon les differentes classes, leur ligand, leur taille, leur distribution et leur structure 
en deux dimensions. Ce qui est interessant ici, c'est la diversite de ces elements d'ARN 
impliques dans la regulation des genes. 
RIBOREGULATEUR ADENINE 
Un des premiers riboregulateurs a etre decouvert et caracterise a ete le riboregulateur guanine 
(Mandal et al., 2003). La structure de l'aptamere consiste en trois helices d'ARN rassemblees, 
autour d'une jonction 3 voies, dans laquelle le ligand peut se lier (Tableau 1). L'analyse plus 
en profondeur en 2004 des sequences d'abord associees au riboregulateur guanine a permis de 
decouvrir un second riboregulateur purine, celui qui lie l'adenine 
En effet, ces deux riboregulateurs sont tres semblables, autant au niveau de leur sequence 
qu'au niveau de la structure tertiaire qu'adopte leur aptamere. La difference majeure entre les 
deux aptameres repose sur le fait que chacun est specifique pour un ligand different. 
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Tableau 1. Classes de riboregulateurs. Tire et adapte de Montange & Batey (2008) 
Classe Ligand Taille (nt) Distribution Structure 2D 
Purine Guanine 
Adenine 
70 
70 
TPP TPP 100 
Bacteries Gram+ 
Bacteries 
Bacteries 
Archees 
Eucaryotes 
•a 
P3 
f © OA 
P4 
£ i 
= 
• = P2 
SAM 105 
Bacteries Gram+ 
(majorite) 
P4 Kink-turn 
P2a 
1 P 3 
SAM 
SAM 
60 
A- et (3-proteobactcries 
SAM 80 Bacteries Gram-
O 
P3 
P2 
SAM 132 
Bacteries Gram+ 
(majorite) 
FMN FMN 120 Bacteries 
OnnQn 
O 
Tableau 1. (suite) Classes de riboregulateurs. Tire et adapte de Montange & Batey 
(2008) 
Classe Ligand Taille (nt) Distribution Structure 2D 
Magnesium Mg .2+ 
Lysine Lysine 
70 
175 
Bacteries Gram-
y-proteobacteries 
Thermotogales 
Firmicutes 
P2 
P2b 
P2a 
P3 
znnQirf > ' BiV y PT^w P^S 
AdoCbl AdoCbl 200 Bacteries 
Glycine Glycine 
GlcN6P GlcN6P 
Moco Cofacteur 
Molybdene 
110 
140 
130 
Bacteries 
Bacteries 
Eubacteries 
o 
r l : 
P2a : ill 
(] 
SAH SAH 80 Bacteries 
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Tableau 1. (suite) Classes de riboregulateurs. Tire et adapte de Montange & Batey 
(2008) 
Classe Ligand Taille (nt) Distribution Structure 2D 
Di-GMP Di-GMP 110 Eubacteries 
PreQ, PreQ, 35 Bacteries 
Effectivement, comme son nom l'indique, le riboregulateur adenine peut lier specifiquement 
l'adenine et ce avec une constante de dissociation apparente (Kj) d'approximativement 
300 nM (Mandal et Breaker, 2004). Le riboregulateur adenine le plus etudie se retrouve dans 
la partie 5' non traduite de l'ARNm codant pour le gene (pbuE) dont la proteine est impliquee 
dans le transport de purines chez B. subtilis (Figure 7). Dans sa forme active, le riboregulateur 
est forme de trois tiges regroupees autour du coeur tandis que dans sa forme inactive, les deux 
deraieres tiges sont remplacees par une seule longue tige-boucle dont la sequence se termine 
par 8 uraciles consecutifs et que l'on qualifie de structure terminatrice (Mandal et Breaker, 
2004). 
La principale difference avec le riboregulateur guanine provient du nucleotide responsable de 
la liaison du ligand dans le coeur du riboregulateur. Le nucleotide est une uridine (dans le cas 
de l'adenine et une cytidine dans le cas de la guanine. D'ailleurs la resolution de la structure 
cristalline du riboregulateur adenine complexee a son ligand par l'equipe de Patel a permis de 
mieux connaitre les principales structures de l'aptamere. Parmi celles-ci, il a ete possible de 
voir que l'adenine faisait une interaction de type Watson-Crick avec l'uracile en position 65 et 
des ponts hydrogenes avec des uraciles en positions 13, 38 et 42 (Serganov et al., 2004) 
(Figure 8). La structure cristalline a aussi montre la presence d'une interaction de type boucle-
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Figure 7. Riboregulateur adenine. A. Structureis secondaires en absence et en presence 
du ligand. B. Structure tertiaire de l'aptamere lie a son ligand. 
boucle, entre les tiges P2 et P3, malgre le fait que ces deraieres ne soient pas majoritairement 
conservees. Plus precisement, seulement quelques nucleotides dans les boucles sont conserves. 
Pour ce qui est des tiges, ce sont surtout leur longueur et les interactions qui les stabilisent qui 
sont importantes. Des etudes ont demontre l'importance de cette interaction boucle-boucle 
pour la liaison du ligand (Lemay et al., 2006; Mandal et al., 2003). La tige PI est aussi 
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essentielle pour la fonction du riboregulateur. Experimentalement, il a ete demontre que c'est 
la stabilite de la tige qui joue un role primordial. En fait, il y a une competition qui s'effectue 
entre la forme active et inactive. Une tige PI trop petite sera instable et n'aura jamais tendance 
a se former. Au contraire, si la tige PI est trop stable, la tige terminatrice ne pourra pas se 
former et la transcription sera toujours active. Si Ton reprend ce type d'experiences avec le 
terminateur, des resultats similaires seront obtenus. Lorsque le nombre de paires de bases est 
reduit dans le terminateur, ce dernier devient plus instable et cela favorise la formation de 
l'aptamere a son detriment (Lemay et Lafontaine, 2007). L'importance du coeur (voir 
l'encadre figure 8) pour la liaison du ligand a aussi ete demontree (Lemay et Lafontaine, 
2007). II est reconnu que cette region est conservee a un tres haut degre et qu'elle se 
restructure lors de la liaison du ligand (Mandal et Breaker, 2004). De nombreux tests ont ete 
Figure 8. L'interaction avec le ligand se fait au cceur du riboregulateur. Adaptee de 
Serganov et al., 2004 
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effectues afin de mieux caracteriser le coeur, la region ou se lie le ligand, en combinaison avec 
des etudes qui portaient sur le nucleotide a la base de la specificite du riboregulateur (Gilbert 
et al., 2007; Mandal et al., 2003). Une des particularites du riboregulateur adenine est qu'il 
active l'expression des genes en reponse a la liaison du ligand et qu'il a, selon les conditions, 
la capacite d'etre module soit de fagon thermodynamique, soit de fafon cinetique (Gilbert et 
al., 2006b; Wickiser et al., 2005a). Cette habilete depend de nombreux facteurs tels que la 
vitesse de la transcription, la concentration du ligand et la duree de vie du complexe ARN-
ligand. Toutefois, des etudes ont demontre que le ligand n'etait plus capable de lier l'aptamere 
lorsque la tige terminatrice etait formee en raison de la trop grande stabilite de cette structure 
(Lemay et al., 2006; Rieder et al., 2007; Wickiser et al., 2005a). Ainsi, il semble done que la 
decision d'activer ou de reprimer l'expression du gene doit se faire de fa?on co-
transcriptionnelle, et ce, avant que la tige terminatrice n'ait eu l'occasion de se former. II y 
aurait subsequemment un moment precis ou un retour en arriere ne serait plus possible, ou la 
decision prise serait irreversible. D'ailleurs, des tests ont demontre que plus la longueur du 
terminateur etait diminuee, plus la formation du site de liaison du ligand etait favorisee, et du 
meme coup, la liaison du ligand (Lemay et al., 2006). 
LA PLATEFORME D'EXPRESSION DU RIBOREGULATEUR ADENINE 
L'aptamere est tres conserve chez le riboregulateur adenine. Cependant, il en va tout 
autrement pour la plateforme d'expression. Puisque seulement quelques sequences etaient 
connues, il etait impossible d'etablir un consensus ou un mode de fonctionnement general 
pour ce riboregulateur. Cependant, une trentaine de variants naturels ont maintenant ete 
recenses et analyses a l'aide d'outils de modelisation de structures et d'alignement de 
sequences. Cela a permis de grouper les riboregulateurs adenine selon le mode de 
fonctionnement presume de leur plateforme d'expression. Tous les details se retrouvent dans 
le tableau 4 presente dans la section resultats du chapitre 2. Ces differents groupes ne sont 
cependant categorises qu'a titre presomptif. II reste a analyser les differents individus 
composant chaque regroupement afin de confirmer leur mecanisme de fonctionnement. 
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BACILLUS SUBTILIS 
Bacillus subtilis est une bacterie a Gram positif retrouvee generalement dans les sols. C'est un 
organisme non pathogene, qui sert souvent de modele d'etude et dans lequel les techniques de 
manipulation genetique sont assez bien developpees. Developpement qui a, soit dit en passant, 
ete accelere a la suite des decouvertes sur la possibility, entre autres, de transformer de l'ADN 
dans B. subtilis (Ehrlich, 1977) et au sequenfage de son genome (Kunst et al., 1997). Pour 
mener a bien toutes les investigations, la bacterie Bacillus subtilis a ete choisie pour 
essentiellement deux raisons. Premierement, l'on croit qu'environ 4 % de son genome est 
regule par des mecanismes employant des petits ARN dont la moitie le serait par les 
riboregulateurs (Winkler, 2005; Winkler et Breaker, 2005). D'ailleurs, beaucoup de classes de 
riboregulateurs ont ete retrouvees dans la bacterie. Deuxiemement, c'est dans cette bacterie 
qu'est present le riboregulateur adenine qui nous interesse, situe en amont du gene (pbuE) qui 
encode une pompe a purine (Nygaard et Saxild, 2005; Zakataeva et al., 2007). 
GENE pbuE 
La majorite des genes qui sont impliques dans la synthese de novo, la reutilisation ou le 
transport des purines sont reunis a l'interieur de quelques operons. Dans la grande majorite des 
cas, on retrouve les riboregulateurs adenine en amont des genes codant pour l'adenosine 
deaminase et l'adenine deaminase. La figure 9 represente les voies centrales impliquees dans 
le metabolisme de l'adenine chez B. subtilis (Nygaard et Saxild, 2005). Parmi les genes 
interessants, on retrouve le gene pbuE, autrefois connu sous le nom de ydhL, codant pour une 
proteine de 425 acides amines. En effet, la proteine produite maintient la concentration de 
purine dans la cellule a un niveau viable. Cette proteine serait composee de 12 segments 
transmembranaires qui permettraient l'exportation de l'adenine a l'exterieur de la cellule 
(Johansen et al., 2003). Ce qu'il y a de tres interessant chez B. subtilis, c'est que ce gene est 
19 
regule positivement par le riboregulateur adenine. Par exemple, lorsqu'il y a une concentration 
trop elevee d'adenine dans la cellule, la synthese de la proteine est activee par le mecanisme 
de regulation du riboregulateur adenine. La proteine produite expulse l'exces de purine de la 
cellule a la fa^on d'une pompe jusqu'a l'atteinte d'une concentration acceptable. A cette 
concentration, la quantite d'adenine n'est pas suffisante pour qu'il y ait une liaison 
significative au riboregulateur, et par consequent, l'expression du gene est arretee. C'est un bel 
exemple de regulation par les riboregulateurs (Figure 9). 
Figure 9. Voie metabolique de l'adenine. Le gene regule par le riboregulateur adenine 
etudie dans le laboratoire est en rouge dans l'encadre rouge. Les genes les plus 
souvent regules par des riboregulateurs adenine sont encadres en vert. Adaptee 
de Nygaard and Saxild (2005) 
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BUT DES ETUDES SUR LES RIBOREGULATEURS 
Les riboregulateurs ont ete jusqu'a maintenant tres majoritairement retrouves chez les 
bacteries, cela en fait done une cible de choix pour trouver de nouvelles strategies pour 
combattre les pathogenes. En effet, certains riboregulateurs controlent l'expression de genes 
indispensables pour la survie ou la virulence (Loh et al., 2009; Mandal et al., 2003). D'autres 
riboregulateurs controlent de nombreux genes desquels la repression collective peut etre 
nuisible pour les bacteries. On connait deja des composes qui semblent imiter des metabolites 
naturels et qui ont un impact certain sur la survie telle que le S-(2-aminoethyl)-L-cysteine 
(AEC) qui est un analogue de la lysine (Ataide et al., 2007; Sudarsan et al., 2003b), la 
pyrithiamine qui est un analogue de TPP (Serganov et al., 2006; Sudarsan et al., 2005; Thore 
et al., 2006) ou par exemple la roseoflavine, un analogue du FMN (Vogl et al., 2007). Tous 
ces analogues sont capables de lier les riboregulateurs respectifs et de moduler l'expression du 
gene controle. II semble done tout a fait possible qu'en developpant des composes pouvant 
competitionner avec leur ligand naturel, on puisse reguler l'expression de ces genes. Ce type 
de strategie pourrait etre employe contre des bacteries qui sont deja resistantes a plusieurs 
antibiotiques et qui possedent des genes essentiels controles par des riboregulateurs tels que 
chez Staphylococcus aureus et Clostridium difficile (Mulhbacher, PLoS Pathogenes, sous 
presse). Afin de bien concevoir des analogues, il est important de bien comprendre le role du 
ligand dans les mecanismes de regulation. En ce qui concerne le riboregulateur adenine, 
beaucoup d'analyses in vitro ont ete effectuees en utilisant une multitude de techniques telles 
que l'essai in line (Mandal et Breaker, 2004; Regulski et Breaker, 2008), la cristallographie 
(Serganov et al., 2004), des essais de liaison en fluorescence (Wickiser et al., 2005a), le FRET 
(Transfert d'energie par resonance de fluorescence de type Forster) (Lemay et al., 2006), le 
«FMOT» (mesure de la force par etau optique (ou presse)) (Greenleaf et al., 2008) et autres. 
Cependant, afin d'integrer les connaissances obtenues in vitro dans un contexte physiologique, 
il est important de tester les hypotheses proposees in vivo. Pour ce faire, l'utilisation d'un 
systeme rapporteur classique, simple et efficace a ete choisie. Le systeme est base sur le gene 
rapporteur lacZ. 
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LE PROCESSUS DE TRANSCRIPTION 
La transcription est un processus qui peut etre divise en trois etapes distinctes : liaison a la 
region promotrice de l'ADN et initiation de l'elongation, l'elongation de l'ARN et la 
terminaison de la transcription. Lors de l'elongation, la polymerase a ARN catalyse la 
polymerisation successive des nucleotides monophosphates en un long transcrit base sur la 
complementarite de la matrice d'ADN. L'elongation de la transcription n'est pas un processus 
monotone, elle est parsemee de pauses transitoires, d'arrets et de signaux de terminaison 
(Artsimovitch et Landick, 2000; Landick, 2006). Le processus duquel nait l'ARNm est aussi 
un point central dans la regulation de l'expression des genes. Chaque etape de la transcription 
peut etre ciblee par des mecanismes de regulation. lis peuvent tous devenir 1'etape limitante 
d'un evenement de transcription sous l'influence de facteurs proteiques ou de petits 
metabolites qui varient selon les conditions cellulaires. Beaucoup d'etudes et de recherches 
ont ete effectuees afin de mieux comprendre les etapes de regulation de ce processus. Des 
techniques ont aussi ete developpees avec les annees pour mieux etudier le phenomene. II y a 
entre autres une technique que l'on appelle la transcription par etape qui a ete developpee et 
qui est tres interessante. 
REGULATION CO-TRANSCRIPTIONNELLE 
Le mode de fonctionnement des riboregulateurs fait en sorte qu'ils ne peuvent pratiquement 
pas etre dissocies du processus de transcription. Souvent la poursuite de la transcription 
depend de la formation de structures precises et de complexes avec des metabolites qui vont 
influencer directement l'expression du ou des genes associes. II y a des riboregulateurs, 
comme ceux qui sont specifiques a l'adenine et au FMN qui fonctionnent de fa9on 
cotranscriptionnelles (Wickiser et al., 2005a; Wickiser et al., 2005b). En effet, il a ete prouve 
dans le cas precis du riboregulateur adenine que lorsque la tige terminatrice est formee, la 
reaction ne peut plus revenir en arriere (Wickiser et al., 2005a). Cette tige terminatrice est trop 
stable pour etre defaite dans les conditions physiologiques. Dans un premier cas, des tests de 
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lere etape 
SuppSrFSolide | 
Figure 10. Schema illustrant la methode de transcription par etape. 1. Fixation de l'ADN 
sur le support solide et creation du complexe initial stable. 2. Faire progresser la 
polymerase le long de l'ADN en faisant varier les nucleotides. 3. Au moment 
desire, on peut modifier les conditions afin d'analyser la reaction de la molecule 
d'ARN en contexte transcriptionnel (exemple : ajout de ligand). 
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in-line probing ont montre que l'ajout de ligand lorsque le riboregulateur est completement 
transcrit n'induisait pas de changement de structure (Wickiser et al., 2005a). Des tests de 
fluorescence en utilisant la 2-AP ont aussi demontre 1'incapacity du riboregulateur a lier le 
ligand lorsque le terminateur est deja forme (Lemay et al., 2006). Ces resultats supposent que 
la liaison du ligand doit se faire avant ou a un moment tres precis lors de la transcription. C'est 
precisement ce a quoi nous nous sommes interesses pour la deuxieme partie du projet. Cela 
consistait a determiner le moment precis ou la transition d'un etat a un autre ne pouvait plus 
s'effectuer, malgre un changement de la concentration du ligand, et ce, en contexte 
transcriptionnel. En d'autres termes, on voulait savoir quand les structures du riboregulateur 
ne pouvaient plus s'alterner. Pour ce faire, l'utilisation d'une technique de transcription par 
etape de l'ARN polymerase (Stepwise walking) a ete choisie (Figure 10). 
TECHNIQUE DE TRANSCRIPTION PAR ETAPE 
Cette technique a ete developpee par E. Nudler (New York University) et elle consiste, de 
fa?on generate, a faire « marcher» l'ARN polymerase le long de la matrice d'ADN de 
maniere controlee (Nudler et al., 1994). Ainsi, cette technique permet de creer des complexes 
transcriptionnels actifs (ARN-ADN-ARN polymerase) de differentes longueurs. II est 
possible, par la suite, de soumettre a des tests chacun de ces complexes afin de voir comment 
reagit l'ARN naissant a chaque etape de sa synthese. Les deux principales polymerases a ARN 
utilisees sont celles du phage T7 (Shen et Kang, 2001; Sohn et Kang, 2005; Sohn et al., 2003; 
Song et Kang, 2001) et de la bacterie E. coli (Kashlev et al., 1996; Nudler et al., 1994; Nudler 
et al., 2003). 
La technique repose sur le fait que le complexe transcriptionnel comprenant un ARN d'au 
moins 12 nucleotides (nt) est tres stable et qu'il est capable de supporter des etapes de lavage. 
Les lavages permettent d'enlever les constituants d'une elongation precedente et de les 
remplacer par les reactifs necessaires pour l'etape suivante. Chaque etape se caracterise par 
l'ajout d'une solution incomplete de rNTP (trois ou moins) au complexe transcriptionnel. Cela 
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permet a la reaction de transcription de proceder jusqu'a ce qu'elle atteigne la position la plus 
proche correspondant au NTP manquant, ou elle s'arrete. Il est theoriquement possible de 
repeter l'etape autant de fois qu'on le desire. La technique de transcription par etape permet 
d'effectuer differents types d'analyses structurales tels que des empreintes enzymatiques et 
chimiques et de la spectrometrie en temps reel. II est done interessant, en plus de caracteriser 
des riboregulateurs, d'avoir un outil nous permettant de les etudier plus en profondeur dans un 
contexte transcriptionnel. 
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CHAPITRE 1 
MATERIEL ET METHODES 
1.1 BACTERIES 
La souche de bacterie DH5a utilisee pour faire les differentes experimentations de biologie 
moleculaire est une gracieusete du laboratoire du Dr Richard Blouin de l'Universite de 
Sherbrooke. La souche de bacterie de B. subtilis 1A40 utilisee pour les etudes sur le 
riboregulateur adenine provient du Bacillus Genetic Stock Center, Columbus, Ohio, USA. 
Toutes les bacteries ont ete conservees a -80 °C dans un ultracongelateur. 
1.2 VECTEUR 
Le plasmide pDG1661 contenant la sequence de pbuE comprenant les nucleotides -468 a + 8, 
par rapport au signal de depart de la traduction de pbuE, fiisionnee au gene lacZ a 
gracieusement ete offert par le Dr R.R. Breaker (Yale University)(Mandal et Breaker, 2004) 
(Figure 11). 
1.3 PREPARATION D'ADN PLASMIDIQUE 
Toutes les preparations d'ADN plasmidique ont ete effectuees a l'aide de la trousse 
commerciale QIAprep® Spin Miniprep Kit de QIAgen. 
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Figure 11. Vecteur de clonage pDG1661 dans lequel les riboregulateurs sont 
introduits en 5' du gene spoVG-lacZ. Insertion entre les sites BamHI et 
EcoRI. 
1.4 CLONAGE PAR TROUSSE DE MUTAGENESE 
Pour introduire les differentes mutations dans le riboregulateur adenine, la trousse Phusion 
Site-Directed Mutagenesis Kit de Finnzymes (Espoo, Finlande) a ete utilisee. La technique 
consiste en 1'amplification du plasmide contenant le riboregulateur par PCR a l'aide 
d'amorces specialement confues pour introduire les mutations desirees (Tableau 2). Done, 
dans un tube de PCR, 31,5 jxL d'H20, 10 ^L de tampon 5X Phusion HF, 2 p.L de dNTP 
10 mM, 1 \xL de MgCl2 50 mM, 2 \iL (100 pmol) de chaque amorce phosphorylee en 5' (voir 
tableau 1), 1 \xL (50 ng) du plasmide pDG1661 et 0,5 |u.L de la Phusion Hot Start DNA 
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Polymerase ont ete melanges ensemble. La reaction d'amplification a eu lieu dans un appareil 
a PCR de type T' Gradient Thermoblock de Biometra dans les conditions suivantes : une 
prechauffe a 98 °C pendant 5 min suivies de 40 cycles dans lesquels se succedent des etapes 
de 20 sec a 98 °C, 35 sec a 68 °C, 5 min 30 sec a 72 °C. Tout cela s'est fini avec une 
elongation finale d'une duree de 11 min a 72 °C. Ceci ne represente cependant que les 
conditions generates d'amplification, car chacune des etapes de mutagenese a du etre 
optimisee separement. 
1.4.1 REACTION DE LIGATION 
Dans un tube de 1,5 mL, 10 jaL du produit de PCR ont ete melanges a 2 fiL du tampon T4 10X 
pour la ligation, 7 jiL d 'H20 et 1 JLIL de T4 ADN ligase (NEB). La reaction a ete incubee 16 h 
a 16 °C et conservee a -20 °C jusqu'a la transformation. 
1.5 CLONAGE PAR CONSTRUCTION PCR 
Pour quelques constructions, la trousse de mutagenese n'a pu etre utilisee, car la region dans 
laquelle nous voulions introduire des mutations etait beaucoup trop riche en adenines et en 
uraciles et ne nous permettait pas de creer des amorces avec les qualites requises. Done, les 
mutants ont entierement ete crees par PCR en utilisant les amorces listees dans le tableau 3. Le 
produit de PCR purifie a ensuite ete introduit dans le plasmide pDG1661 au niveau des sites 
de restriction EcoKl et BamHl. 
1.5.1 REACTION DE DIGESTION 
Les reactions de digestion enzymatiques ont ete realisees a une temperature de 37 °C pendant 
2hrs dans un volume de 100 Le melange reactionnel comprenait du tampon £coRI IX 
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(NEB), avec 100 (ig/mL d'albumine de serum bovin (BSA), 5 (iL des enzymes EcoRl et 
BamHl (NEB), 1 jug d'ADN et le tout a ete complete avec de l'eau. 
1.5.2 REACTION DE LIGATION 
Dans un tube, 100 ng de vecteur, 50 ng d'insert, 1 jaL du tampon T4 10X pour la ligation, 
1 |aL de 100 mM ATP et 1 |iL de T4 ADN ligase (NEB) ont ete ajoutes. Le tout a ete complete 
avec de l'eau pour un volume final de 10 jxL. La reaction a ete incubee 16 h a 16 °C. 
1.6 ANALYSE DE L'ADN 
Les analyses d'ADN ont ete effectuees par electrophorese par gel d'agarose 1 % contenant du 
bromure d'ethidium dans du tampon SB (5 mM Na2B407 '10H20, 19.4 mM H3BO3) qui a ete 
soumis a un courant de 250 V. Pour les purifications d'ADN, les gels d'agarose 1 % ont ete 
effectues dans du tampon TBE (9 mM NH2C (CH2OH) 3, 9 mM H3BO3, 2 mM EDTA), migre 
a un voltage de 120 V. La trousse QIAquick Gel Extraction Kit de Qiagen a ete utilisee pour 
1'extraction d'ADN. 
1.7 CROISSANCE ET TRANSFORMATION DANS E. COLI 
Les bacteries E. coli ont ete cultivees dans du milieu Luria-Bertani (LB) a 37 °C pour les 
besoins de propagation et de clonage. Les transformations dans E. coli ont ete realisees selon 
le protocole standard (Dagert et Ehrlich, 1979; Mandel et Higa, 1970). Les transformants ont 
ete selectionnes par leur resistance a l'ampicilline (50 (ig/mL). 
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1.8 ANALYSE PAR PCR DES TRANSFORMANTS 
Pour verifier la presence de l'insert dans les transformants, un PCR a ete realise directement a 
partir des colonies. Dans un volume total de 50 |iL, 5 |iL de tampon de reaction 10 X, 0,5 (iL 
de solution de dNTP 10 mM, 0,5 (AL de chaque amorce a 100 mM ont ete deposes dans un 
tube de PCR (les sequences sont ecrites en partant du 5' au 3'): BS-pbue7: 
CGACCCGTAATCTTACGTCAGTAAC et BS-pbuE8: 
GTGTTTTTTTAAAGGATTTGAGCGTAGC. Les amorces ont ete achetees chez Sigma-
Genesys Canada. Le melange a ete complete avec 0,5 jiL de Taq polymerase (purifiee dans le 
laboratoire) et 43 |iL d'eau. Une petite quantite de la colonie est ensuite ajoutee a l'aide d'une 
pipette et d'un embout. Apres avoir ete bien melange, le tube a ete place dans un appareil a 
PCR ou il a ete incube 5 min a 95 °C avant d'etre soumis a 35 cycles d'amplification : 1 min a 
95 °C, 1,5 min a 54 °C, 1 min a 72 °C. La reaction s'est terminee avec une elongation finale 
de 5 min a 72 °C et les produits ont ete analyses sur gel d'agarose 1 %. 
1.9 ANALYSE DES ECHANTILLONS PAR SEQUEN£AGE 
Tous les mutants ont ete sequences par le service de sequen9age du Centre d'innovation 
Genome Quebec et Universite McGill (Montreal, Quebec). 
1.10 PREPARATION ET TRANSFORMATION DANS BACILLUS SUBTILIS 
Le protocole de transformation qui a ete employe pour B. subtilis a ete adapte de celui utilise 
par Dubnau et Davidoff-Abelson (Dubnau et Davidoff-Abelson, 1971). Trois jours de 
manipulations assez simples ont ete necessaires pour amener les bacteries dans l'etat 
physiologique que l'on appelle competent. Lors de la premiere journee, 5 mL de milieu SPI 
(4,90 mL de sels SPI (15 mM (NH4)2S04, 80 mM K2HP04, 44 mM KH2P04, 3,4 mM 
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CeHsNajOy^HzO, 0,8 mM MgS04 '7H20) auquel a ete ajoute 50 ^L de glucose 50 % w/v, 
50 jiL de CAYE (acide casamino 0,02 g/mL, 0,1 g/mL d'extrait de levure), a ete inocule avec 
une seule colonie de B. subtilis. La culture a ete incubee toute la nuit a 37 °C avec une 
agitation rapide. La deuxieme journee, 50 mL de milieu SPI a ete inocule avec 0,5 mL de la 
preculture poussee toute la nuit. Le melange a ensuite ete incube a 37 °C avec une agitation 
rapide. La croissance a ete suivie a l'aide de mesures d'absorbance effectuees a 600 nm avec 
un spectrophotometre jusqu'a l'entree des bacteries en phase stationnaire (environ 4 heures). 
Par la suite, 5 mL de cette culture a ete ajoute a 45 mL de milieu SPII prechauffe a 37 °C 
(44,8 mL de sels SPI, 50 i^L de glucose 50 % w/v, 50 ^L de CAYE, 50 nL de 3,8 mM de 
CaCl2, 50 (iL de 250 mM de MgCh). Le tout a ete incube pendant 90 min a 37 °C avec une 
faible agitation (environ 60 RPM). Les bacteries ont ete centrifiigees a 6000 RPM pendant 
10 min a 4 °C. Le culot a ete resuspendu dans le milieu SPII contenant 10 % de glycerol. Des 
aliquotes de 200 (iL de bacteries competentes ont ete prepares et immediatement congeles 
dans de l'azote liquide. L'entreposage se fait dans un ultracongelateur a une temperature de -
80 °C. Pour la transformation, les bacteries competentes ont ete retirees de l'ultracongelateur 
et rapidement degelees a 42 °C dans un bloc chauffant. A 200 |iL de bacteries, 800 |iL de 
milieu SPII et 1/100 v/v d'EGTA a 50 mM y ont ete ajoutes. Le tout a ete incube 10 min a 
37 °C sous une faible agitation. A chaque 500 jxL de ces bacteries, environ 1 du plasmide 
mutant y a ete ajoute et incube 90 min a 37 °C avec agitation. Pour finir, deux petris contenant 
une selection pour le chloramphenicol ont ete ensemences avec 250 jxL de produit de 
transformation et incubes a 37 °C pendant environ 16 h. 
1.11 TEST D'INTEGRATION 
Lorsque Ton transforme B. subtilis avec le plasmide pDG1661, la construction fusionnee avec 
le gene lacZ est integree dans le chromosome en se servant du locus amyE (Guerout-Fleury et 
al., 1996). L'integration est importante, car elle permet de calculer par absorbance le nombre 
de bacteries et du meme coup, le nombre de genes exprime. Ainsi, l'activite P-galactosidase 
dependante du niveau d'expression de chaque gene va pouvoir etre deduite de la quantite de 
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genes exprimee. Le criblage des transformants positifs se fait par double selection. Le gene de 
resistance au chloramphenicol, contrairement au gene de resistance pour la spectinomycine, 
fait partie des elements qui sont integres dans le genome de B. subtilis. Chaque transformant a 
ete inocule, en parallele, sur des petris LB contenant soit du chloramphenicol (5 )ig/mL) ou de 
la spectinomycine (100 ng/mL). Les transformants selectionnes sont ceux qui poussent 
seulement sur milieu avec chloramphenicol et non sur celui avec spectinomycine. La figure 12 
montre une efficacite d'integration dans le genome de B. subtilis de 100 %, ce qui represente 
bien les resultats typiquement obtenus. La verification de 1'integration de la fusion 
riboregulateur adenine-/<acZ chez les transformants positifs se fait par sequenfage. 
Selection au chloramphenicol Selection a la spectinomycine 
Figure 12. Criblage par double selection des transformants de B. subtilis pouvant avoir 
integres dans leur genome la fusion riboregulateur adenine-/acZ. 
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1.12 ESSAI D'ACTIVITE DE LA 0- GALACTOSIDASE 
Les essais ont ete adaptes de ceux qu'on retrouve dans la litterature (Griffith et Wolf, 2002; 
Sudarsan et al., 2006; Thibodeau et al., 2004). La procedure a debute par l'inoculation des 
variants choisis dans 1 mL de milieu de culture LB dans une plaque a 96 puits profonds 
(capacite de 2 mL par puits) et une incubation de 16 h a 37 °C avec agitation. Dans une 
seconde plaque a 96 puits profonds, 1 mL de milieu minimal (20 g/L (NH4)2S04, 6 g/L 
KH2P04, 22 g/L K2HPO4, 1,12 g/L de citrate de sodium, 0,096 g/L de MgS04»7H20, 2,19 g/L 
de glutamate, 50 mg/L de L-tryptophane, 50 mg/L de L-methionine, 50 mg/L de L-lysine et 
0,4 % (w/v) de glucose) a ete depose dans chaque puits. lis ont ete inocules en triplicata avec 
les precultures et incubes a 37 °C avec agitation jusqu'a l'atteinte d'une absorbance de 0,1 
(entre 2 h et 3 h). Ensuite, 40 |iL de solution de ligand a ete ajoute afin d'obtenir une 
concentration finale de 0,1 mg/mL dans les puits avec ligands. L'incubation s'est poursuivie 
pendant 3 h a 37 °C avec agitation. Par la suite, 50 p.L de chaque culture a ete additionne a 
150 (iL d'eau dans une plaque pouvant aller dans un lecteur de plaque pour mesurer la 
croissance des bacteries. La lyse des bacteries s'est effectuee dans une plaque a 96 puits 
profonds dans laquelle 100 (aL de chaque culture a ete melangee a 1 mL de tampon Z 
(16,09 g/L de Na2HP(V7H20, 5,52 g/L de NaH2P04*7H20, 0,75 g/L de KC1, 0,12 g/L de 
MgS04, 3 mL/L de 0- mercaptoethanol), 20 |iL de 0,1 % SDS et 40 de chloroforme. Pour 
s'assurer d'une lyse complete, le chloroforme et les bacteries ont ete bien melanges a l'aide 
d'une pipette. Apres une pause qui a permis de faire sedimenter le chloroforme, 100 fiL de 
chaque lysat bacterien a ete transfere a une plaque mince de 96 puits contenant 20 (iL de 
solution de substrat (16,09 g/L de Na2HP04 '7H20, 5,52 g/L de NaH2P04*7H20, 2,7 mL/L de 
P- mercaptoethanol et 4 mg/mL d'ONPG). La lecture des plaques a 600, 550 et 420 nm a ete 
faite apres 1 h 15 d'incubation a 30 °C en utilisant un lecteur de microplaque 
(Spectra Max 190). L'activite P-galactosidase a ete calculee en utilisant la formule : 
[(.Abs420 - 1,75 x i4fcs550) x 1000] 
Abs600 x temps x volume de cellules permeabilisees 
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Pour se faciliter la tache, un programme dans le logiciel Excel a ete cree pour calculer tous les 
resultats plus rapidement (feuille de calcul). 
1.13 DIGESTION PARTIELLE D'ARN PAR LA RNASE T1 
L'ARN marque radioactivement avec du [y - P] -ATP pour une concentration finale de 
< 1 nM a ete incube dans un tampon contenant 50 mM Tris-HCl (pH 8,3) et une concentration 
croissante de MgCl2 variant entre 0 et 40 mM, incube a 37 °C pendant 5 min. Apres l'ajout de 
la RNase T1 de Roche (1 U), 2 minutes ont ete allouees pour que la reaction s'effectue et elle 
a ete arretee par l'addition d'un volume egal d'une solution de formamide a 97 % et de 10 mM 
EDTA. L'analyse des produits s'est effectuee par electrophorese sur gel de sequen?age 
contenant 10 % de polyacrylamide en condition denaturante (appareil de sequenfage Mandel 
Modele S2). Le gel a ete seche (Biorad Gel Dryer model 583), expose a un ecran au phosphore 
de Biorad et revele (Biorad Phosphorlmager). 
1.14 PREPARATION DE LA MATRICE 
Preparation de la matrice comprenant le promoteur glyQS de B. subtilis fusionne au 
riboregulateur adenine par PCR (Blouin et Lafontaine, 2007). Une partie de la region codante 
a ete inseree a la suite du riboregulateur de sorte que sa transcription temoigne d'une 
expression genetique active (Figure 13). Les differents oligonucleotides proviennent de chez 
Sigma-Genesys Canada. Les reactions de PCR ont ete verifiees par electrophorese dans un gel 
d'agarose. La matrice a ete fabriquee de fa<?on a ce qu'il y ait une molecule de biotine en 
position 5 '. La biotine sert a la liaison de la matrice au support solide en utilisant le lien tres 
fort qui se cree entre la biotine et la streptavidine. Le support, quant a lui, est bien sur compose 
de molecules de streptavidine attachees sur des billes magnetiques (Dynabeads® M-280 
37 
Matrice d'ADN 
Sequence du riboregulateur Partie initiale de la region codante 
Figure 13. Schema representant une matrice d'ADN creee par PCR pour faire les tests 
de transcription par etape. 
Streptavidin). Le magnetisme permet de retenir les billes dans le tube a l'aide d'un aimant 
applique sur la paroi lors des etapes de lavage. 
1.15 REACTION DE TRANSCRIPTION PAR ETAPE 
La premiere etape a consiste a preparer les billes pour la reaction. Tout d'abord, 10 (iL de 
billes magnetiques a ete depose dans des tubes Eppendorf silicones (la silicone empeche les 
molecules de se coller a la paroi du tube). A l'aide d'un aimant specialement confu a cet effet 
(Dynal MPC®-S Magnetic Particle Concentrator), les billes ont ete attirees sur la paroi du tube 
pendant 3 min, ce qui permet d'enlever le surnageant sans perdre de materiel. Par la suite, les 
billes ont ete resuspendues dans la solution appropriee (c'est le processus general qui a ete 
utilise pour les etapes de lavage). Les billes ont ete lavees 2 fois avec 10 p.L de tampon de 
lavage 1 (0,1 M NaOH, 0,05 M NaCl) et 1 fois avec le tampon de lavage 2 (0,1 M NaCl). Par 
la suite, les billes ont ete resuspendues dans 10 \iL de tampon de liaison 2X (10 mM Tris-HCl 
pH 7,5, 1 mM EDTA, 2 M NaCl). La deuxieme etape a consiste a lier les billes a la matrice. 
Des volumes de 5 jaL d'H^O et 5 jiL de matrice d'ADN a une concentration ,de 300 fmol/(iL 
ont ete ajoutes au tube. La liaison a ete effectuee a la temperature de la piece (T.P.) pendant 
20 min. II est conseille de frapper gentiment sur le tube a quelques reprises. Les billes ont 
ensuite ete lavees 2 fois avec 50 fiL de tampon de transcription IX (40 mM Tris-HCl pH 7,9, 
6 mM MgCb, 1 M KC1). La troisieme etape a consiste a preparer le complexe d'elongation 
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stable. Au culot de billes-ADN, 5 JIL d'eau, 1 |IL d'adenylyl (3 -5 ') cytidine (ApC) a 
1,0 mg/mL, 4 p.L de tampon de transcription Henkin 5X (250 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM 
MgCl2, 0,5 mM EDTA, 5 mM DTT, 50 % glycerol), 2 nL d'une solution d'ATP et de GTP a 
25 |uM et 2 |iL d'UTP a 7,5 |iM y ont ete ajoutes. La reaction a ete incubee a 37 °C pendant 
5 min. On ajoute par la suite au milieu reactionnel, 0,5 jiCi d'[a-32P]-UTP, 0,5 \iL d'ARN 
polymerase de E. coli (Epicentre® Biotechnologies) et 5 juL d'HzO. A la suite de 15 min 
d'incubation a 37 °C, le complexe stable forme a ete lave 4 fois avec 500 JLIL de tampon de 
transcription IX. Afin de suivre la progression de la transcription, une fraction de la reaction 
est prelevee lors du dernier lavage a laquelle a ete additionne un volume de tampon de 
chargement (10 mM EDTA, 12 M uree, 01 % BPB). II faut toujours pallier pour la diminution 
du volume d'echantillon afin d'avoir la meme concentration lors de chaque prelevement. Les 
echantillons ont ete analyses sur gel de sequengage denaturant contenant 10 % d'acrylamide. 
La derniere partie de la reaction a consiste a transcrire par etape l'ARN du riboregulateur 
adenine. Au complexe stable culotte, 16 |uL de tampon de transcription de Henkin 5X ont ete 
ajoutes ainsi que 8 (J.L de chaque ribonucleotide, a une concentration de 5 (iM, necessaire pour 
faire progresser la reaction de la fa9on desiree. Apres avoir laisse incuber 5 min a T.P., 4 
lavages avec 500 (xL de tampon de transcription IX ont ete effectues. Par la suite, cette etape a 
ete reprise autant de fois que desire en prenant soin a chaque fois d'avoir la bonne composition 
de ribonucleotides dans notre melange reactionnel. C'est ainsi qu'il est possible d'obtenir 
differents complexes transcriptionnels prets a etre analyses. 
1.16 ESSAI DE TRANSCRIPTION A CYCLE UNIQUE {SINGLE ROUND) 
La reaction a ete initiee avec 150 fmol de matrice d'ADN, 1 p.L d'une solution d'ATP et de 
GTP a 60 nM, 1 jiL d'UTP a 7,5 (xM, 1 ^L d'ApC a 1 mg/mL, 2 nL de tampon de 
transcription Henkin 5X, du ligand au besoin et le tout a ete complete avec de l'eau. Apres une 
incubation de 5 min a 37 °C, 2 ^Ci d'[a-32P]-UTP, 0,4 pL d'ARN polymerase et 1,9 ^L d'eau 
ont ete ajoutes au tube. La reaction a ete incubee a 37 °C pendant 15 min avant d'etre terminee 
par 1'addition de 1,5 |iL d'heparine a 1,6 mg/mL, 1,2 p.L de rNTP a 1 mM, 2 |iL de tampon de 
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transcription Henkin 5X, 5,3 \xL d'H20 et d'une derniere incubation de 15 min a 37 °C. Un 
volume de formamide a ete ajoute. Les produits de transcription ont ete ensuite analyses sur 
gel d'acrylamide 10 % denaturant et visualises sur un ecran Phosphorlmager. 
1.17 REACTION DE DEPHOSPHORYLATION DE L'ARN 
Dans un tube Eppendorf, 20 pmol d'ARN a ete depose avec 2 |xL de tampon de reaction 10X 
Shrimp Alkaline phosphatase (SAP) (200 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM MgCl2), 5 jaL 
d'enzyme SAP (USB) et le tout a ete complete a 20 |iL avec de l'eau. Le melange reactionnel 
a ete incube a 37 °C pendant 60 min avant d'etre inactive par une incubation d'une duree de 
15 min a 70 °C. 
1.18 REACTION DE PHOSPHORYLATION (MARQUAGE RADIOACTIF DE 
L'ARN) 
Dans un tube, il a ete depose 10 JIL d'ARN dephosphoryle, 2 (iL de tampon polynucleotide 
kinase (PNK) (70 mM Tris-HCl pH 7.6, 10 mM MgCl2, 5 mM DTT), 10 juCi de [y -32P]-ATP, 
1 (J.L de T4 PNK (New Englands Biolabs) et le tout a ete complete a 20 JIL avec de l'eau. 
L'incubation s'est fait a 37 °C pendant 60 min. Avant de deposer l'echantillon sur un gel 
d'acrylamide 10 % denaturant, un volume de formamide y a ete ajoute. Le gel a ete revele a 
l'aide d'un ecran Phosphorlmager. La bande correspondant a l'ARN marque a ete ensuite 
prelevee et l'ARN elue toute la nuit dans 500 (iL de tampon d'elution (0,5 M NH4OAC, 1 mM 
EDTA, 0,1 % SDS). Ensuite, l'eluat a ete recupere et passe a travers une colonne de 
chromatographic Micro Bio-Spin® (Bio-Rad) afin d'y enlever toute trace de gel d'acrylamide. 
L'ARN a ete alors precipite en utilisant 1 JLIL de glycogene (Roche Diagnostics), 0,3 M 
d'acetate de sodium et 2,5 volumes d'EtOH. Le tout a par la suite ete resuspendu dans 50 |iL 
d'eau et conserve a 4 °C. 
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1.19 REACTION DE TRANSCRIPTION AVEC LA PROTEINE BARRIERE 
Les conditions initiales utilisees ont ete les memes que lors d'un essai de transcription a cycle 
unique excepte que 350 juM de proteine iscoRQl 11 a ete ajoute au melange reactionnel lors de 
la premiere etape et que la seconde etape de la transcription consistait a transcrire l'ARN 
jusqu'a la proteine barriere fixee sur l'ADN. Le melange reactionnel a ensuite ete lave 4 fois 
avec un tampon de lavage (1M KC1, 10 mM MgCl2 et 10 mM Tris-HCl pH 7,2) 
specifiquement con9u pour enlever la proteine barriere. Les tests de transcription par etape ont 
pu alors etre repris ou la transcription a ete bloquee. 
1.20 GEL DE RETARDEMENT 
La proteine ficoRQ 111 (350 |xM) a ete ajoutee au milieu transcriptionnel compose de 2 |xL 
d'ADN radiomarque contenant le site EcoRI, de 2 |xL de tampon de transcription Henkin 5X 
et a ete complete avec de l'eau pour un volume total de 10 jxL. Apres 15 min d'incubation a 
37 °C, les reactions ont ete analysees sur gel de polyacrylamide 10 % en condition native 
soumis a un voltage de 200 V et a une temperature de 4 °C toute la nuit. Le gel a ete revele a 
l'aide d'un ecran Phosphorlmager. 
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CHAPITRE 2 
RESULTATS 
2.1 ANALYSES MUTATIONNELLES IN VIVO 
2.1.1 FON CTIONN ALITE DU SYSTEME RAPPORTEUR BASE SUR 
L'EXPRESSION DU GENE lacZ 
II avait deja ete demontre in vivo que le riboregulateur adenine activait l'expression des genes 
d'un systeme rapporteur en presence d'adenine (Mandal et Breaker, 2004). La capacite de 
moduler l'expression d'un gene a l'aide d'un systeme rapporteur a tout d'abord ete verifiee en 
utilisant une construction dans laquelle la sequence du riboregulateur adenine a ete fiisionnee 
au gene lacZ et introduite dans le plasmide pDG1661 gracieusement offert par le Dr R.R. 
Breaker (Yale University). L'essai enzymatique effectue est base sur le protocole qui a ete 
adapte pour les riboregulateurs et que l'on retrouve dans la litterature (Mandal et al., 2003; 
Mandal et Breaker, 2004). La figure 14 montre qu'il y a effectivement une difference dans 
l'expression du gene lacZ lorsque l'on fait croitre les bacteries en presence et en absence 
d'adenine. L'ajout d'adenine a une concentration de 0,1 mg/mL active l'expression du gene 
rapporteur, augmentant la production de (3-galactosidase par un facteur de 10, ce qui resulte en 
une plus grande capacite a hydrolyser son substrat. Le resultat obtenu est semblable lorsqu'on 
utilise la 2-aminopurine (2-AP), un analogue de l'adenine connu pour son affinite similaire au 
riboregulateur adenine (Lemay et Lafontaine, 2007; Mandal et Breaker, 2004). La figure 14 
montre aussi que le riboregulateur est capable de faire la distinction entre les differentes 
molecules, car en presence de guanine, qui possede une faible affinite pour le riboregulateur 
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Temps (heure) 
Figure 14. Analyse de l'activite P-galactosidase dans B. subtilis. L'expression du gene lacZ, 
qui est sous le controle du riboregulateur adenine, a ete mesuree dans le temps et 
selon le type de ligand present dans le milieu. 
adenine (Mandal et Breaker, 2004), le riboregulateur n'active pas l'expression du gene lacZ. 
Ces resultats demontrent que l'essai est fonctionnel, specifique et qu'il peut etre utilise pour 
faire des etudes mutationnelles sur les riboregulateurs. II est a noter que toutes les mesures 
d'activite enzymatique subsequentes ont ete calculees apres 3 h d'incubation en presence de 
ligand ou non, car il s'averait qu'apres ce temps la production de lacZ etait suffisante pour 
faire la comparaison. 
2.1.2 MUTAGENESE DIRIGEE FONCTIONNELLE 
Afin de pouvoir tester differents mutants du riboregulateur adenine in vivo, il a tout d'abord 
ete important de mettre au point la technique de mutagenese. Elle est basee sur la trousse 
commerciale provenant de Finnzymes s'appelant PhusionTMSite Directed Mutagenesis 
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Figure 15. Essais (3-galactosidase sur les mutants G28C-G29C et G39A en comparaison 
avec le riboregulateur adenine de type sauvage. 
Kit. Cette technique permet d'introduire des mutations ponctuelles a l'interieur d'un plasmide 
en une seule etape. Pour verifier le bon fonctionnement de la technique, nous avons introduit 
la mutation G28C-G29C qui est connue pour empecher la formation de l'interaction boucle-
boucle, ce qui rend le riboregulateur non fonctionnel (Lemay et al., 2006). La presence des 
mutations est verifiee par sequengage. La figure 15 montre que la mutation introduite inactive 
completement l'expression du gene, car il n'y a pratiquement aucune activite (3-galactosidase 
observee. Cela confirme le bon fonctionnement de la technique utilisee et l'importance de 
l'interaction de type boucle-boucle pour l'activite biologique du riboregulateur. 
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2.1.3 CONSERVATION DES NUCLEOTIDES DANS L'APTAMERE 
La premiere sequence consensus fut determine par l'equipe de Breaker en 2004 et provenait de 
l'alignement des sequences des 3 riboregulateurs adenines connues a l'epoque (Mandal et 
Breaker, 2004). Le consensus fut mis a jour quelques annees plus tard en se basant sur les 
sequences des 6 riboregulateurs adenines repertories a ce moment. La nouvelle sequence 
consensus etablie comprenait quelques modifications par rapport a la premiere et a precise les 
positions les plus conservees dans l'aptamere du riboregulateur (Lemay et Lafontaine, 2007). 
Dans le laboratoire, nous avons a l'aide d'outils informatiques identifie davantage de 
riboregulateurs purines. Nous avons identifie 31 sequences pour le riboregulateur adenine avec 
lesquelles nous avons mis a jour la sequence consensus (Figure 16). Le nouveau consensus 
montre la conservation des nucleotides dans le coeur et dans les boucles, ainsi qu'une 
conservation des types d'interactions dans les differentes tiges de l'aptamere. II devient 
interessant d'analyser le coeur des riboregulateurs purines plus attentivement. En examinant la 
nouvelle sequence consensus, il apparait qu'un nucleotide auparavant considere comme non-
conserve montre maintenant une certaine conservation. La position 39 n'est jamais 
complementaire au nucleotide responsable de la liaison du ligand. Nous nous sommes done 
interesses a la position 39 afin de voir pourquoi cette position montrait un certain degre de 
conservation. Dans le riboregulateur adenine, en position 39, on ne retrouve qu'une seule fois 
la presence d'une adenine. Des tests de liaison en fluorescence ont montre que 1'introduction 
d'une adenine a cette position, diminuait l'affinite de liaison par rapport au riboregulateur 
naturel (Lemay et Lafontaine, 2007). Les resultats obtenus pour l'analyse in vivo du mutant 
G39A semblent montrer que la mutation a un faible impact sur le riboregulateur (Figure 15). 
L'expression observee est similaire au type sauvage. C'est peut-etre la raison qui explique le 
fait qu'on peut maintenant retrouver une adenine a cette position dans le nouveau consensus. 
De ce fait, quand on regarde le dernier consensus, on voit qu'a cette position on retrouve 
maintenant toutes les possibilites. Toutefois, excepte cette base, les nucleotides dans le coeur 
sont conserves a 100 %. Ces bases completement conservees doivent done etre importantes 
pour le riboregulateur. Nous avons poursuivi notre caracterisation du riboregulateur en 
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Sequence consensus 
Clostridium sp 
Shewanella halifaxensts 
Clostidium botulinum 
Oostidiuni botulinum 
Oostidiuni botulinum 
Colwellia psychrerythraea 
Mesopiasma flonim 
Clostridium perfringens 
Vibrio vulnificus 
Vibrio splen<fidus 
Marinomas spl 
Marino monas sp2 
Vibrio alginolyticus 
Desulfitobacterium hafniense 
Vibrio shilonn 
Moritdla sp l 
Moritella spZ 
Clostridium butyricum 
Shewanella benthica 
Paenibadllus sp 
Vibrio parahaemoiytteus 
Pbotobacterium profundum 
Bacillus pumilus 
Bacillus amyloliquefaciens 
BaciSus subtilis 
Vibrio harveyi 
Shewanella piezotolerans 
Shewanella woodyi 
Shewanella pealeana 
Shewanella sediminis 
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NNNNKNYRQAPAABYYYDNNDAONNGGNNHRRItiCJPNPCPACYDRNHNCC^  
IGAUADG 
JGAOAUG 
-AUCPPCGPAOM :ci 
- -GCTTUCGUAUAa JCPCAffiGAPAPGGCjPPGAGjjmTUCPACpAAGAffiCCPAAiyp^ — 
APGGCTJPAOMJAJ jDTJC^-UAAU-UGG—OpGAAC 5DDUCDAC lAACPf :CAP-Ai JAGPPC XCTUACTAAGOOAA 
-'—MJUPGnabAa :cPcaiM^UAPG<j5m>GAGK: KJADCUAC i^ usGfficcGOAAiujjccpc \OTACAAAS--
-JJAACOTJAPAPAfl 3PPCj4-UAAOA-GG^cSjGAAC 3DDOCDAC !AACI»)CCAO-AJtJAGOCTC MTOACTAAGOTJAA 
-AiCOTJCGCTMTAa X:CCTU5tl|3AOAUG<$LUPGGGC 5PCPCOAC G^G^CCAAPAAPjJCCPG M50ACG&AS&-
!AAAACUOGUAJA/i JCCPOEAPAPC-GG^js&AGGa 3PCPCPAC ZUAACffcC A&JGPPAG iOTADSAGUUTO 
-^ DUCGoSjAA :UCPAA0fcAPAPG<j5>PAGAg JPCPCPAC 2AAGA2 2CGAGAS JOCOPG MJOACGAAGA— 
OTCOPCaS^JAA JCCPM JGAUAPGGCtJPGGG? iUUUCUAC IAAGAC :CPPAA2 XTCUCTG O^TACTGAAGCTC-
-GCUnCGO&AApCCCA^GAOADGGCPOGGGC^COCOAi: 2AGCTICCCGCAM SJGCPG \OTAC6AA6S— 'GGGB tUUUCUAC ZAAGAA ZCUUAAt J0C0UG OTJAPGAAGUC 
- CUPGUAnAj5cPCAj3&JAAPAPGGPtJPGAG<4jP U U C UACjCAGK^Cfc CGtAPAJfcPCCPGfaPPACAAA - — 
PCCOC MJUACAAA-
tJCCUG MJJACAAA. 
AUDGOADAS HCPCAS JGADAUGGC JPGAGG 5DGOCDAC IA( 
CUOGPAUAA :CUCAA 7AAUAUGGC JPGAGG 35JGOCOAI 
—GCTJpdOTi&JA* IXrCCAjyGAPAPGGagPGGGG 30CPCPAC G^PPCCCGCAAA|G5GCPG I^TOACGAAGA— 
AC00CG0ADM :CCCA( JUAPAGGGC 5PGGGC 5PCOCPAC :&GAAC ZCGUAAf VPPCPG MHJACGAAGA-
ICPCPAC lAAGAS C^AAUAJ JUCPPG MHJACGAGGAA-
-qGcancGPAOAa jcccAapGAPAP* 
— — CPCGOATJAA ^^^pjAAOADGGI^^^aSDCOCnAC^^^^CCGAUAj^ ^^^I^^^^^--
—GCCTPCGPAPAa X:CCAAtJGAUAUGGtjroGGGG 30COCPAC ZAGPPC :CGCAAJ 3PGCUG ILOTACGAACTl-
AAUUUUUAPA&AE JPOCat-OAAO—GGGCjPGAAC 5PCPCPAC ZAACU1 ZCGUAAA JAGPPG MJUAPAAAAAUP 
—GCTJUCGpSjAa X!CCAApGAOAOGGCpUGGGG 3UCUCOAC IAGCPC 2CGCAA} 5PGCPG MTUACGAAGA— 
-CACTJUCGP^A^CCCAijAAUAPGGP|OUGGG? 3UDPCUAC j^ G^ CCPPAAAqjCPOG O^PAPGAAGUC-
—QtnroCGPiOTAApxrgAA^APAOG<^PPAGGG 3PCPCPAC A^GGAM^CAAPAyaCCPG WTOACGAAGA-
—^ u u CGPApAAOTCCJ^AAOAPGGCpPGGAj 3PCPCPAC JAGGA? C^PAPAP JPCCPj MTOACGAAGA— 
-CGCTJPCGPAPAApCCCAApGAPAPGGCgJPGGG^  JUUUCUAC f^tAGAGpCPPAASpaCPPC MBJAPSAAGgC-
CgPAPA?fcCnCGG^APACG^3CCGGGC iUUUCUAC :GGGjfeCCGPAAA^CCCG \TjTPAQC-
—gCanCGOAPM :CCCM JGAPAPGGC JPGGGG 30CPCOAC ZAGCPG ZCGCAAf 3PGCPG u m n u -
-OACPPCGPADA2 JCCCAA JGAPAPGGC JPGGG? 3PPUCPAC IAAGAG C^PPAAf JPCPPG ttTOAPGAGGUC-
-AGCPUCGCTAUAa JCCCM JGAPAPGGC 3PGGGE JUUUCUAC A^AGAG ZCOCTAAS JPCPPG UTOAPGAAGPC-
—ACPPCGPATTAa JCTCA2 JGAPAPGGC JPGAG? 3PPPCPAC IAAGAG ;CCPAAi ZPCPPG VUPA0GAAGA— 
-ASCDTJCGUADAS JCCCA2 JGAPACGGC JPGGGJ 5PPPCTJAC IAAGAC C^ACAAS JPCPPG VUTJA0GAAGPC -
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B: G, U, C 
H: A, U, C 
O - O : watson-crick 
V: A, C, G 
R: A, G 
En rouge; conserve a 100% 
Figure 16. Sequence consensus de l'aptamere du riboregulateur adenine. (A) Alignement 
de sequences des riboregulateurs adenine repertories. Les regions d'appariements 
PI, P2 et P3 sont encadrees en jaune, en bleu et en vert respectivement. Les 
nucleotides en rouge sont conserves a 100 %. (B) Representation secondaire de la 
sequence consensus de l'aptamere du riboregulateur adenine. 
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analysant les effets sur l'expression genetique de la modification de plusieurs de ces 
nucleotides. 
2.1.4 IMPORTANCE DU NUCLEOTIDE U65 POUR LA SPECIFICITE DE 
LIAISON 
Selon les structures cristallines (Batey et al., 2004; Serganov et al., 2004) et les etudes 
mutationnelles (Mandal et Breaker, 2004), le ligand effectue une interaction de type Watson-
Crick avec l'uracile en position 65 et si l'on combine avec les resultats obtenus pour le 
riboregulateur guanine, tout semble indiquer que cette interaction determine majoritairement 
la specificite de liaison. II existe un analogue de l'adenine, la 2-aminopurine (2-AP), qui est 
capable de lier le riboregulateur et qui a la tres interessante propriete d'emettre de la 
Type sauvage U65C G39U-U65C 
Figure 17. Essai P-galactosidase des mutants U65C et G39U-U65C en comparaison avec 
le riboregulateur adenine de type sauvage. 
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fluorescence lorsqu'excitee. Toutefois lorsque la 2-AP prend part a un phenomene 
d'empilement avec d'autres bases, cela entraine une modification de sa structure electronique 
et de sa fluorescence (Jean et Hall, 2001). Le resultat de cette interaction est souvent une 
attenuation de la fluorescence. Ainsi, plus il y a de 2-AP qui se lie au riboregulateur, moins 
elle est disponible pour etre excitee et moins il y a de fluorescence emise. Si la fluorescence ne 
diminue pas, par exemple, c'est parce que la molecule ne lie pas le riboregulateur et de ce fait, 
reste dans un etat favorable a remission de fluorescence. Des essais de liaison en fluorescence 
ont demontre qu'effectivement quand l'uracile est remplace par une cytosine, le riboregulateur 
perd la capacite de lier le ligand (Lemay et Lafontaine, 2007). C'etait un resultat previsible 
puisque le nucleotide responsable de l'interaction avec le ligand a ete modifie. Fort du 
developpement du systeme rapporteur in vivo, le mutant appele U65C a ete teste. On 
s'attendait a ce qu'un mutant incapable de lier le ligand soit inactif. La figure 17 montre un 
resultat tout a fait surprenant que nous avons obtenu. Que ce soit en absence ou en presence 
d'adenine, ou meme avec un ligand non specifique comme la guanine, l'expression du gene 
est tres forte. D'ailleurs, elle est environ 5 fois superieure a l'expression obtenue pour le 
riboregulateur de type sauvage en presence de ligand. II faut rappeler que le ligand est 
incapable de lier l'aptamere et c'est justement pour 9a qu'il n'y a pas de difference 
significative selon les conditions dans lesquelles sont realisees les experimentations. Une 
equipe de recherche avait emis l'hypothese que l'expression constitutive observee provenait 
de la destabilisation de la tige terminatrice occasionnee par l'introduction de la mutation U65C 
(Mandal et Breaker, 2004). Cependant, des resultats obtenus lors de l'analyse du mutant par la 
technique in-line montraient que c'etait plus complexe qu'il n'en paraissait. La technique 
consiste a mettre a profit la degradation naturelle de l'ARN afin de differencier les regions 
stables des regions plus flexibles (Lemay et Lafontaine, 2007). Lors de cette analyse, ils 
avaient observe, contrairement au type sauvage, que le nucleotide en position 39 etait protege 
du clivage et qu'inversement, les nucleotides de part et d'autre ne l'etaient plus. Des resultats 
similaires ont ete obtenus par essais a la RNase Tl. On peut voir a la figure 18 que la seule 
difference observee concerne la guanine en position 39 et que la protection augmente 
proportionnellement a l'ajout de MgCh. Cela suggerait que ce nucleotide etait peut-etre 
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Type sauvage Mutant U65C 
OH O 0,5 1 5 10 30 40 " OH 0 0,5 1 I 10 20 #0 
GS3 i* 
G2 81 
Figure 18. Essai de clivage par la ribonuclease Tl. Comparaison entre les 
riboregulateurs adenine sauvage et mutant pour la position 65 en presence 
d'une concentration croissante de MgCl2 (nM) 
implique dans une interaction qui le rendait moins flexible. En analysant la sequence 
consensus de l'aptamere, on s'est rendu compte que les nucleotides en positions 39 et 65, 
n'etaient jamais complementaires (Lemay et Lafontaine, 2007). C'etait aussi la merae chose 
pour le riboregulateur guanine (Mulhbacher et Lafontaine, 2007). Done, l'hypothese etait que 
lorsque l'on introduit une cytosine en position 65, cette derniere aurait la capacite de former 
une interaction avec la guanine en position 39, et que cette interaction imiterait la presence du 
ligand en activant l'expression du gene. Dans le cadre de ce projet, des collaborateurs ont 
montre par resonance magnetique nucleaire (RMN) et par cristallographie que le mutant 
adoptait la meme structure globale et un repliement aussi compact du coeur que le 
riboregulateur adenine de type sauvage en presence de ligand (Figure 19) (Delfosse et al., 
2009). L'inclusion du nucleotide G39 a l'interieur du coeur et 1'exclusion des nucleotides U38 
et U40 sont les principales differences observees. Ces differences proviendraient justement de 
l'interaction U42-G39-C65 que l'on observe chez le mutant et qui remplace l'interaction U43-
adenine-U65C du riboregulateur sauvage en presence de ligand. 
Figure 19. Structures cristallines A. Representation du coeur de l'aptamere du mutant 
U65C du riboregulateur adenine de B. subtilis. B. Representation du coeur de 
l'aptamere du riboregulateur adenine lie a l'adenine de V. vulnificus. Adaptee 
de Delfosse et al., 2009) 
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2.1.5 STABILITE DE LA TIGE TERMINATRICE VERSUS LE MUTANT U65C 
Originalement, une autre hypothese avait ete emise quant aux resultats obtenus pour le mutant 
U65C. L'expression constitutive du gene etait due a la destabilisation de la tige terminatrice, 
car la mutation empechait la formation d'une paire de bases entre l'uracile et l'adenine en 
position 65 et 95 respectivement (Figure 7A). Afin de s'assurer que ce n'etait pas le cas, des 
essais P-galactosidase ont aussi ete effectues sur des mutants dans la tige terminatrice (Figure 
20). Le mutant A95C avait pour but de voir l'effet de la destabilisation de la tige terminatrice 
au niveau de cette paire de bases. La creation du double mutant U65C-A96G avait pour but de 
determiner quels etaient les effets de la mutation U65C quand on ne destabilise pas la tige 
terminatrice, voire meme quand on la stabilise. 
I i/> 4J 
'E 3 
Wt A95C U65C-A95G 
Figure 20. Essai P-galactosidase sur les mutants A95C et U65C-A95G en comparaison 
avec le riboregulateur adenine de type sauvage. 
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2.1.6 LES NUCLEOTIDES DU C(EUR DU RIBOREGULATEUR, UNE 
CONSERVATION JUSTIFIEE 
La sequence consensus obtenue illustre bien comment le coeur de l'aptamere est conserve. 
Pour faire suite a 1'analyse des positions 39 et 65 et a leur role dans la liaison du ligand, des 
analyses mutationnelles ont ete effectuees sur quelques-unes des bases situees dans le coeur du 
riboregulateur adenine. La figure 21 montre les resultats obtenus pour les differentes 
mutations. Dans tous les cas, la mutation a entraine la perte d'activite du riboregulateur 
demontrant qu'ils sont importants pour sa fonction, ce qui est en complete cohesion avec le 
fait qu'ils soient parfaitement conserves dans revolution. 
80 
70 • 
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Type sauvage U38C U40C U42C A43U 
-C T 
C44U 
Figure 21. Essai p-galactosidase sur les mutants U38C, U40C, U42C, A43U et C44U en 
comparaison avec le riboregulateur adenine de type sauvage. 
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2.1.7 LES EFFETS COLLATERAUX DE LA MUTATION U65C 
Dans le but de comprendre davantage le fonctionnement le riboregulateur adenine, nous avons 
poursuivi la caracterisation des interactions du coeur a l'aide du systeme rapporteur. 
L'hypothese concernant le mutant U65C stipulait qu'il pouvait y avoir une interaction entre 
les positions 39 et 65. Afin d'un peu mieux comprendre ce qui se passe, une serie de mutants a 
ete produite contenant chacun deux mutations ponctuelles et a ete analysee par essai (3-
galactosidase. La figure 22 montre les resultats obtenus. On peut les diviser en 2 groupes. II y 
a une premiere serie de mutations qui n'ont aucun effet sur l'activite d'U65C : U38C, U40C et 
U42C. L'expression des genes reste constitutive. Dans l'autre serie (G39U, A43U, C44U et 
G28C-G29C), la mutation reduit pratiquement completement l'activation de l'expression des 
genes signifiant probablement que les bases modifiees sont necessaires pour la fonction du 
riboregulateur. 
Figure 22. Essai P-galactosidase sur les effets de la mutation U65C sur les differents 
mutants du coeur et de la tige-boucle en comparaison avec le riboregulateur 
adenine de type sauvage. 
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2.1.8 L'IMPORTANCE DE LA TIGE PI 
Des tests de liaison en fluorescence ont ete effectues afin de caracteriser l'effet de la tige PI 
sur l'activite du riboregulateur. Les tests ont porte, entre autres, sur les effets de stabilite de la 
tige PI sur l'expression des genes. Ces tests ont demontre qu'un raccourcissement de la tige 
PI favorise la formation de la tige terminatrice tandis que l'augmentation du nombre de paires 
de bases dans PI favorise plutot la formation de l'aptamere et que tout le processus est en lien 
avec la stabilite de PI (Lemay et Lafontaine, 2007). Des etudes similaires ont ete effectuees en 
utilisant le systeme rapporteur pour faire l'analyse. Les resultats presentes dans la figure 23 
corroborent exactement ceux obtenus prealablement. 
Type sauvage PI +2 pb P I +4 pb U65C 
Figure 23. Essai P-galactosidase sur des mutants pour la tige PI en comparaison avec le 
type sauvage et le mutant U65C. 
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Tableau 4. Classes de terminateur (presumees) 
Organisme Genes Processus Forme active Forme inactive 
Bacillus 
amyloliquefaciens 
Bacillus pumilus 
ydhl 
Bacillus subtilis pbuE (ydhl) 
Paenibacillus sp. 
Clostridium 
botulinum 1 
Desulfitobacterium 
hafniense 
Clostridium 
butyricum 
Clostridium 
perfringens 
Adenine 
deaminase 
Adenosine 
deaminase 
u u u uuuuu 
Lors de la 
transcription 
de fagon rho-
independante 
Clostridium sp. 
Clostridium 
botulinum2 
Tyrosine-
tRNA ligase 
Genome non 
annote 
Vibrio splendidus 
Vibrio shilonii 
Vibrio harveyi 
Vibrio 
alginolyticus 
Vibrio 
parahaemolyticus 
Adenosine 
deaminase 
Inconnue 
(peut-etre en 
traduction) 
Tableau 4. (suite) Classes de terminateur (presumees) 
Organisme Genes Processus Forme active Forme inactive 
Shewanella 
halifaxensis 
Shewanella 
pealana 
Shewanella 
sediminis 
Vibrio vulnificus 
Shewanella 
woodyi 
Moritella sp. 1 
Shewanella 
benthica 
Shewanella 
piezotolerans 
Moritella sp. 2 
Marinomonas 
sp. 1 
Adenosine 
deaminase 
Lors de la 
traduction par la 
sequestration de 
la sequence SD 
et du codon 
d'initiation 
Marinomonas 
sp. 2 
Photobacterium 
profundum 
Lors de la 
Adenosine traduction par un 
deaminase mecanisme 
d'antiterminaison 
Colwellia 
spychrerythraea 
Moritella sp. 2 
Marinomonas 
sp. 1 
Mesoplasma 
florum 
Adenosine 
deaminase 
Xanthine-
uracile 
permease 
Inconnu Inconnue Inconnue 
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2.1.9 LA PLATEFORME D'EXPRESSION 
La plateforme d'expression est une partie essentielle d'un riboregulateur. Dans le cas du 
riboregulateur adenine, tres peu d'experiences ont ete effectuees pour la caracteriser, car on a 
eu pendant longtemps tres peu de sequences connues a notre disposition. De plus, les quelques 
riboregulateurs adenines connus initialement ne montraient que bien peu de similarites entre 
leur plateforme d'expression. Les plus connues etaient retrouvees chez Bacillus subtilis et 
Vibrio vulnificus. Avec maintenant plus d'une trentaine de riboregulateurs adenine repertories, 
il est possible de comparer les plateformes d'expression. A l'aide d'outils bio-informatiques, 
nous avons regroupe les differents terminateurs dans plusieurs categories relativement au 
mecanisme de regulation presume. II y aurait une categorie comprenant ceux qui 
fonctionneraient en transcription de fagon Rho independante. Une autre serait representee par 
ceux qui regulent la traduction en sequestrant la sequence Shine-Dalgarno et le codon 
d'initiation. II y aurait aussi une categorie qui regrouperait les riboregulateurs qui 
emploieraient un mecanisme d'antiterminaison. La derniere classe consiste en ceux qui sont 
pour 1'instant impossibles a caracteriser. Le tableau 4 montre les differentes classes de 
terminateurs predites pour les riboregulateurs adenine. II serait done interessant de comparer et 
caracteriser ces presumees classes de terminateurs dans le futur. 
2.2 ANALYSE TRANSCRIPTIONNELLE IN VITRO 
2.2.1 TRANSCRIPTION PAR ETAPE AVEC LA POLYMERASE A ARN DU 
BACTERIOPHAGE T7 
La premiere etape du projet consistait a mettre au point la technique, a 1'adapter pour notre 
besoin. En nous fiant a la litterature disponible a ce moment, nous avons tout d'abord base 
notre systeme sur l'ARN polymerase T7. La figure 24 A correspond au schema de la 
construction realisee par PCR. Apres avoir cree un complexe transcriptionnel initial stable de 
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Figure 24. Transcription par etape avec l'ARN polymerase du bacteriophage T7. A. 
Schema representant la molecule d'ARN utilisee pour faire les tests de 
transcription par etape. B. Gel d'acrylamide 10 % denaturant montrant la 
progression de la transcription a chaque etape. 
15 nucleotides, nous avons radiomarque notre ARN en introduisant des uraciles radioactifs 
dans la sequence. Cela correspond a la premiere piste sur le gel de la figure 24 B. Par la suite, 
nous avons poursuivi la transcription en n'utilisant que le nucleotide necessaire pour permettre 
la progression selon notre matrice d'ADN. Ainsi, en ajoutant, de l'ATP ou de l'UTP, il a done 
ete possible d'obtenir consecutivement des complexes transcriptionnels comprenant 
respectivement 21 nt, 22 nt et 23 nt. Ce faisant, ces resultats montrent que la technique 
fonctionne et qu'il est possible de controler l'elongation de cette maniere. Cependant, apres de 
nombreux tests et ajustements, il s'est avere difficile d'obtenir des produits exempts de 
contamination avec la polymerase T7 (Figure 24). Nous avons emis l'hypothese que la 
polymerase a ARN du bacteriophage T7 etait peut-etre trop processive (Uptain et al., 1997). 
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2.2.2 TRANSCRIPTION PAR ETAPE AVEC LA POLYMERASE A ARN D'E. COLI 
II a ete decide par la suite, pour plusieurs raisons, d'utiliser la polymerase a ARN d ,E. coli 
pour poursuivre les tests. Premierement, le riboregulateur qui nous interesse se retrouve dans 
B. subtilis dans laquelle l'ARN polymerase ressemble davantage a celle d ,E. coli. 
Deuxiemement, la vitesse a laquelle la polymerase a ARN transcrit varie enormement d'une 
polymerase a une autre et tend a etre inversement proportionnelle a la complexity de l'enzyme. 
Dans ce cas-ci, la vitesse d'elongation de la polymerase a ARN d'E. coli se rapproche 
davantage de celle de B. subtilis et c'est pourquoi cette polymerase est done plus appropriee 
pour etudier des systemes dans cette derniere (Uptain et al., 1997). Troisiemement, ces deux 
polymerases reconnaissent de fagon similaire quelques signaux de regulation et ils repondent 
tous deux aux facteurs d'elongation d' E. coli NusA et GreA (Artsimovitch et al., 2000). 
Ainsi, la matrice d'ADN utilisee pour les tests a ete quelque peu modifiee avec entre autres un 
promoteur specifique pour la polymerase a ARN d'E. coli. La figure 25 A illustre la sequence 
d'ARN qui peut etre transcrite avec la nouvelle matrice. La figure 25 B montre les resultats 
obtenus avec la nouvelle construction. Nous avons reussi a faire avancer la transcription de 46 
nucleotides en trois etapes. Le premier complexe d'elongation s'est rendu jusqu'au nucleotide 
21. Ensuite, de 21 nucleotides il est passe a 33 lors de la deuxieme etape pour finir a 46 
nucleotides a la troisieme etape. 
II semble done qu'il est possible de faire quelques etapes de transcription selon les premiers 
resultats obtenus. L'etape suivante etait de voir si l'on pouvait transcrire l'ARN au complet 
sans trop de pertes pendant le processus. La figure 25 C represente un gel dans lequel on a fait 
migrer des echantillons preleves a chaque etape d'une reaction de transcription qui en 
comptait neuf. Malgre une perte de signal au fur et a mesure que l'on progresse dans la 
reaction, nous pouvons tout de meme faire plusieurs etapes d'elongation sans probleme. 
Une fois la technique mise au point, nous pouvons obtenir des complexes transcriptionnels qui 
sont rendus a des endroits varies sur la matrice d'ADN. Ainsi, cela permet de faire des essais a 
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Figure 25. Essai de transcription par etape. A. Representation du riboregulateur adenine 
utilise dans la methode de transcription par etape avec la polymerase a ARN 
d'E. coli. B. Premiers resultats demontrant la possibility de transcrire les 3 
premieres etapes. C. Meme chose qu'en B, mais plus d'etapes de transcription ont 
ete effectuees. 
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differents moments lors de la transcription du riboregulateur afin de mieux comprendre le 
changement de structure qui accompagne la liaison du ligand. Pour ce faire, nous avons utilise 
la technique qui consiste a effectuer un seul cycle de transcription {Single round). 
2.2.3 ESSAI DE TRANSCRIPTION A CYCLE UNIQUE {SINGLE ROUND) 
Cette technique est largement utilisee pour l'etude des riboregulateurs (Blouin et Lafontaine, 
2007; Epshtein et al., 2003a; Grundy et al., 2003; McDaniel et al., 2003). Elle permet, entre 
autres, de voir les effets d'un ligand ou d'un metabolite sur un ARN durant un evenement 
unique de transcription. La reinitiation de la transcription est bloquee par l'introduction 
d'heparine dans la reaction tout de suite apres la formation du complexe transcriptionnel 
stable. Cette derniere a la capacite de lier le site de liaison a l'ADN de la polymerase a ARN, 
l'empechant done de se relier a la matrice d'ADN apres avoir termine la transcription. Cette 
technique empeche aussi la liaison de plusieurs polymerases a ARN sur le meme brin d'ADN 
(Adolph, 1996). Ainsi, si pour une raison ou une autre la polymerase s'arrete durant 
l'elongation, elle ne sera pas forcee par une autre polymerase a continuer la transcription 
(Epshtein et al., 2003b). II sera alors plus facile de voir les effets de la liaison de petits 
metabolites sur la production de transcrits. 
Done, nous avons applique cette technique sur le riboregulateur adenine pour voir l'effet du 
ligand lors de la transcription. Lorsque le ligand est ajoute a la reaction au debut de la 
transcription, la formation de l'ARN pleine longueur, correspondant a une activation de 
l'expression du gene, est favorisee (Figure 26). On voit tres bien 1'augmentation du signal 
pour la bande correspondant a la molecule d'ARN pleine longueur en presence d'une 
concentration croissante de ligand. Cette augmentation correle tres bien la diminution de la 
quantite d'ARN arrete prematurement. 
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Transcrtt pleine longueur 
(G£ne exprlmS) 
Arr6t pr€matur£ lors 
de la transcription 
(G&ne non exprlmg) 
Ligand 10 pM 30 pM 
Figure 26. Transcription a cycle unique. Dans le gel, la bande du bas correspond a l'ARN 
obtenu lors d'un arret premature de la transcription. Cette bande est majoritaire en 
absence de ligand, l'adenine dans ce cas-ci. La bande du haut correspond au 
transcrit pleine longueur obtenu majoritairement en presence de ligand. 
2.2.4 TRANSCRIPTION PAR ETAPE ANALYSEE PAR ESSAI DE 
TRANSCRIPTION A CYCLE UNIQUE 
/ 
En combinant les deux techniques adaptees precedemment, il etait alors possible de voir ou en 
etait le processus decisionnel a savoir si la transcription pouvait se poursuivre ou si elle etait 
arretee prematurement. Done, nous avons effectue la technique de transcription par etape en 
n'utilisant a chaque fois que 3 types de nucleotides sur 4. A chaque etape, nous avons preleve 
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Transcription 
<i cycle unique 
Adenine 
Plelne longueur-
Term irv^ e — 
- + + - + + - + + - + + 
21 nt— 
1: Complexe d'dlongation de 21 nt 
2: Complexe d'£longation de 33nt 
3: Complexe d'£longation de 46nt 
4: Complexe d'^longation de 52nt 
5: Complexe d'^longation de 59nt 
6: Complexe d'£longation de 68nt 
7: Complexe d'elongation de 73nt 
8: Complexe d'elongation de 81 nt 
Figure 27. Transcription par etape analysee par essai de transcription a cycle unique. A 
chaque arret de la transcription, un echantillon a ete preleve et a ete analyse par 
essai de transcription a cycle unique en absence ou en presence de ligand (10 |uM). 
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un echantillon de la reaction auquel nous avons fait subir la technique de transcription a cycle 
unique. Comme nous recoltions a chaque etape un complexe un peu plus avance dans 
l'elongation, on pouvait analyser l'effet de l'addition du ligand a plusieurs moments bien 
precis durant la transcription. La figure 27 montre des resultats interessants. En effet, il est 
possible de jumeler les deux techniques et de voir si l'on peut influencer la poursuite de la 
transcription en ajoutant du ligand ou tout autre facteur pouvant influencer la transcription. 
Dans ce cas-ci, nous sommes alles jusqu'au complexe d'elongation de 81 nt sans voir l'effet 
de l'addition aussi tardive de ligand dans la transcription par rapport a une presence au temps 
zero. II semble done que pour pouvoir utiliser cette technique a son plein potentiel, il faudra 
encore faire quelques ajustements tels que la reduction des produits non specifiques. 
2.2.5 UTILISATION D'UNE PROTEINE POUR BLOQUER LA TRANSCRIPTION 
A UN ENDROIT BIEN PRECIS 
Lorsque l'on effectue la methode de transcription par etape, plus l'ARN a transcrire est long, 
plus il y a de risque de perte d'echantillon resultant des nombreuses rondes de lavages. Un 
moyen de diminuer la perte et le temps necessaire pour effectuer la manipulation est d'avoir 
recours a une barriere transcriptionnelle. Cette barriere peut etre une proteine qui lie l'ADN de 
fa?on tres specifique et de fa^on assez solide pour bloquer le complexe transcriptionnel a 
l'endroit desire sans toutefois terminer la transcription. Dans la litterature, la proteine mutante 
iscoRQlll est la plus souvent utilisee (Epshtein et al., 2003b; Grundy et al., 2005; Pavco et 
Steege, 1990, 1991; Serganov, 2009). Cette demiere est identique a EcoRI excepte qu'elle est 
mutante pour son activite endonuclease (King et al., 1989). La technique est basee sur le fait 
que le complexe transcriptionnel est beaucoup plus stable que la liaison d'iscoRQl 11 a l'ADN 
permettant ainsi, dans des conditions particulieres, de faire decrocher de fafon tres specifique 
la proteine EcoRQl 11 et ainsi d'enlever la barriere afin de poursuivre la transcription. Lorsque 
le decrochage est effectue, le complexe transcriptionnel peut resumer l'elongation, selon nos 
besoins. La premiere etape a effectuer consiste a introduire dans notre matrice d'ADN la 
sequence de reconnaissance d'EcoRI pour permettre la liaison a l'endroit approprie, et ce, sans 
64 
Sauvage 
Ligand (IOMM) - + 
Plelne longueur — 
Terming — 
EcoRQ111 (350}iM) -
Matrice d'ADN + 
ADN + dlm£re 
de proteine 
ADN + proteine— 
ADN seul — 
Ligand (10|JM) 
FcoRQI11 (350pM) 
Plelne 
longueur — 
TermlnSe — 
Bloqu6e — 
Mutant M4 
C EcoRQI I I (350pM) - + 
Plelne longueur — 
TermlnSe — 
Bloquge — 
Type sauvage 
Figure 28. Utilisation d'une proteine barriere. A. Verification de la fonctionnalite des 
mutants par essai de transcription a cycle unique. B. Gel montrant les resultats 
d'un essai de retardement. C. Gel montrant l'efficacite de la proteine mutante 
pour bloquer la transcription. D. Comparaison entre le mutant le plus interessant 
et le riboregulateur de type sauvage pour 1'arret de la transcription en presence 
d'£coRQl 11 en presence ou en absence de ligand. 
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interferer dans la fonction de l'ARN a transcrire. Quelques mutants ont ete analyses par essais 
de transcription a cycle unique et celui qui avait le moins d'effet negatif a ete selectionne 
(Figure 28 A). Le mutant M4 a ete selectionne, car le rapport entre la production de transcrit 
prematurement termine et pleine longueur etait semblable a celui obtenu pour le type sauvage. 
Les modifications effectuees chez ce mutant etaient tous situees dans la tige terminatrice et 
consistaient a l'inversion de 3 paires de bases et du remplacement d'un uracile non apparie par 
une cytosine. Nous nous sommes aussi assure que la proteine etait capable de lier la matrice en 
faisant un gel a retardement. La figure 28 B montre qu'en presence de la proteine, la migration 
de la matrice d'ADN radiomarquee est ralentie confirmant l'interaction. La bande la plus 
retardee correspond au dimere de la proteine tel qu'observe quand elle est active (Kurpiewski 
et al., 2004). Par la suite, nous avons teste la proteine en contexte transcriptionnel et les 
resultats obtenus montrent qu'elle bloque bel et bien la transcription (Figure 28 C). 
Effectivement, en absence de proteine, on remarque la presence de deux bandes majeures qui 
correspondent a l'ARN termine et a l'ARN complet que l'on obtient habituellement lorsque 
l'on transcrit avec l'ARN polymerase d'E. coli. Lorsque la proteine est presente en 
concentration adequate, il y a apparition d'un produit majeur migrant plus rapidement qui 
correspondrait a l'ARN ayant ete bloque par la proteine, done ou la transcription s'est arretee 
plus tot. La comparaison entre la construction sauvage et le mutant en essai de transcription a 
cycle unique montre bien que l'effet est specifique a la liaison de la proteine sur la matrice 
d'ADN (Figure 28 D). 
L'etape ultime consistait a verifier que l'on pouvait utiliser la proteine barriere en 
combinaison avec la technique de transcription par etape. La figure 29 montre les resultats 
d'une reaction de transcription par etape (pistes 1 a 6) comigres avec une reaction de 
transcription a cycle unique bloquee avec la proteine barriere (piste 7). La piste 8 montre les 
resultats de la reprise de la transcription apres avoir enleve la proteine barriere. Lorsque la 
proteine barriere est presente dans le milieu reactionnel, la transcription est bloquee au niveau 
des nucleotides 57 et 58 de l'ARN naissant. Une fois que la proteine est enlevee suite au 
lavage approprie, la transcription peut repartir d'ou elle s'est arretee. On distingue sur le gel, 
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les bandes qui correspondent a l'ARN termine et pleine longueur observee prealablement dans 
la figure 28. 
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Figure 29. Verification de l'efficacite de la proteine barriere. La capacite de reprise de la 
transcription apres un blocage avec la proteine iscoRQlll analysee sur gel 
d'acrylamide 10% en presence d'echantillon provenant d'une transcription par 
etape. Dans le schema, chaque couleur correspond a une etape d'elongation 
differente. Les nucleotides qui ont ete modifies pour l'insertion du site de liaison 
d'EcoRI sont encadres en rouge. 
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CHAPITRE3 
DISCUSSION 
3.1 VALIDATION DU SYSTEME RAPPORTEUR 
Lorsque nous avons commence ce projet, l'objectif principal etait de developper un systeme 
qui permettrait d'analyser les effets de l'introduction de mutations dans le riboregulateur 
adenine sur l'expression des genes in vivo. Tel que remarque dans le passe, beaucoup de 
mutations recensees affectaient in vitro la fonction du riboregulateur, autant en le reprimant ou 
en l'activant. Quelquefois, les techniques utilisees ne nous permettaient pas de tirer des 
conclusions. Nous avons done choisi pour ce projet un systeme rapporteur simple, bien connu 
et qui avait deja etait teste quelques fois pour etudier le nouveau concept de riboregulation 
(Mandal et al., 2003; Mandal et Breaker, 2004). Ainsi, nous nous sommes servis du gene 
rapporteur lacZ auquel nous avons fusionne en 5' le riboregulateur adenine. Une fois integre 
dans le genome de Bacillus subtilis, le riboregulateur pouvait reguler l'expression du gene 
lacZ selon la presence ou 1'absence de ligand. La figure 14 montre non seulement que 
l'expression du gene etait activee en presence d'adenine, mais qu'elle etait aussi tres 
specifique pour le ligand. La capacite du riboregulateur a pouvoir moduler l'expression 
genetique avait deja ete demontree (Mandal et Breaker, 2004) et ces resultats vont dans le 
meme sens. La figure 15 met en evidence le mutant G28C-G29C, correspondant au mutant 
dans lequel l'interaction boucle-boucle ne peut se faire et qui est depuis longtemps reconnu 
comme etant inactif (Lemay et al., 2006). Alors comme deja observe (Lobanov et al., 2007), il 
n'y a plus d'expression de la P-galactosidase. II tres interessant de constater a quel point 
l'expression du gene semble tres dependante du riboregulateur. 
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3.2 ANALYSE DU CCEUR DU RIBOREGULATEUR 
Les premieres analyses effectuees se concentraient essentiellement dans le cceur du 
riboregulateur. La figure 21 montre que lorsque les nucleotides entourant le G39 sont 
modifies, cela inactive l'expression du gene. Tous les nucleotides mutes sont importants pour 
la fonction. Si l'on se refere a la structure cristalline publiee par l'equipe de Patel (Serganov et 
al., 2004), tous ces nucleotides font des interactions. En particulier, ceux en positions 38, 39 et 
42 font des paires de bases de type non canoniques tandis que les autres, en position 43 et 44, 
font des paires de bases de type Watson-Crick. Cela confirme en premier lieu pourquoi ils sont 
conserves a 100 % dans la nature. 
Les consensus precedents montraient qu'en position 39 il n'y avait jamais la presence d'un 
nucleotide complementaire a celui qui etait en position 65. C'etait vrai autant pour les 
riboregulateurs guanine qu'adenine. En fait, chez le riboregulateur adenine, jamais une 
adenine n'avait ete trouvee a la position 39 (Lemay et Lafontaine, 2007) et jamais une guanine 
pour le riboregulateur guanine (Mulhbacher et Lafontaine, 2007). Cependant, les tests 
effectues sur le mutant G39A chez le riboregulateur adenine n'ont montre aucun changement 
significatif de l'expression du gene par rapport au type sauvage. La modification ne semble 
pas etre deletere au riboregulateur. Ce resultat ne pouvait clairement s'expliquer jusqu'au 
moment ou une nouvelle sequence consensus fut etablie (Figure 16) a partir des nouveaux 
riboregulateurs adenine trouves a la suite d'une recherche en bio-informatique realisee dans le 
laboratoire. La presence d'une adenine a la position 39 constitue la difference majeure 
observee dans ce nouveau consensus. Done, on retrouve dans la nature au moins une sequence 
d'un riboregulateur adenine qui prouverait que la presence d'une adenine n'a pas d'effet 
significatif sur sa fonction. Mais puisque seulement un exemple a ete trouve jusqu'a 
maintenant, cela ne veut pas dire qu'elle est souhaitable. Effectivement, comme ce 
riboregulateur n'a jamais ete teste, il est possible qu'il ne soit pas fonctionnel. II faudrait le 
tester pour voir ces effets sur la regulation des genes. 
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3.3 LE CAS DU MUTANT U65C 
Le nucleotide en position 65 est responsable de la liaison du ligand avec lequel il fait une 
interaction de type Watson-Crick. Nos tests in vivo portant sur le mutant U65C ont donne des 
resultats vraiment interessants. On s'attendait a voir l'expression du gene completement 
inactive decoulant du fait qu'il n'est plus capable de lier le ligand. En fait, c'est ce que les tests 
de liaison en fluorescence affirmaient (Lemay et Lafontaine, 2007). Cependant, lorsque l'on 
regarde la figure 17, on remarque un effet tout a fait inverse. L'expression genetique n'est pas 
seulement activee, mais elle est constitutive et environ 5 fois superieure. Normalement, pour 
que l'expression du gene soit activee, l'aptamere doit au prealablement etre stabilise par la 
liaison du ligand avant que la tige terminatrice se forme. Dans ce cas-ci, comme le ligand ne 
lie pas le riboregulateur, il doit forcement y avoir un evenement inconnu qui fait en sorte que 
l'ARN soit stabilise. Pour en savoir plus, nous avons tout d'abord introduit une seconde 
mutation dans le variant U65C afin d'obtenir un double mutant G39U-U65C. Nous avons 
effectue ce mutant, car nos etudes preliminaries mettaient en evidence une certaine covariation 
entre ces deux nucleotides dans les riboregulateurs purines. Les resultats presentes dans la 
figure 17 montrent que l'expression est inferieure a ce qui est observe pour le riboregulateur 
de type sauvage et n'est plus constitutive. On remarque meme que l'expression repond 
desormais a la guanine, ce qui est normal, car les deux mutations introduites le transformaient 
en riboregulateur guanine. Done, la modification en position 39 abolissait l'effet de la 
mutation U65C. La question qui s'est posee par la suite etait de savoir si l'effet etait specifique 
a ce nucleotide ou si c'etait un effet plus global. Alors, nous avons cree une serie de 
riboregulateurs contenant la modification U65C dans laquelle nous avons introduit des 
mutations simples autour de la position 39 afin d'analyser leur impact sur le mutant U65C. 
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3.4 IMPACTS DE LA MUTATION U65C SUR D'AUTRES NUCLEOTIDES 
IMPORTANTS DE L'APTAMERE 
Ainsi, nous avons combine au mutant U65C les differentes mutations testees dans le coeur afin 
de voir quels seraient leurs impacts. En regardant les resultats illustres dans la figure 22, il est 
possible de grouper les mutants en deux families : ceux qui inactivent completement 
l'expression du gene et ceux qui n'ont pas d'effets significatifs. Dans le premier groupe, on 
retrouve les mutants G28C-G29C-U65C, G39U-U65C, A43U-U65C et C44U-U65C. Dans le 
premier cas, l'absence d'expression est causee par l'incapacite du riboregulateur de faire 
l'interaction de type boucle-boucle qui est si importante pour sa fonction. Le mutant G39U-
U65C a deja ete discute plus tot. Pour les deux derniers mutants de cette categorie, l'impact de 
leur mutation est directement relie a l'architecture meme du riboregulateur. Les deux 
nucleotides mutes sont reconnus pour leur interaction de type Watson-Crick qui stabilise le 
cceur de l'aptamere lors de la liaison du ligand (Serganov et al., 2004). Leur mutation doit 
modifier la structure a un point tel que le riboregulateur n'est plus en mesure de se replier 
convenablement. Meme l'interaction entre le G39 et le C65 ne peut contrecarrer l'impact de 
cette destabilisation. Dans le deuxieme groupe, on retrouve les mutants U38C-U65C, U40C-
U65C et U42C-U65C. Ceux-ci sont actifs constitutivement et ne sont pas specifiques a un 
ligand en particulier. Toujours selon la structure cristalline publiee, ces nucleotides sont plutot 
impliques dans l'interaction avec le ligand. Puisque les tests de liaison effectues en 
fluorescence montraient que le ligand ne se liait pas, il est logique que la mutation des bases 
qui intervenaient directement dans sa liaison n'ait aucun impact significatif sur le mutant 
U65C. 
3.5 EFFET DE LA DESTABILISATION DU TERMINATEUR 
Une equipe a deja emis l'hypothese au sujet du mutant U65C qu'il etait actif de fa?on 
constitutive en reponse a la destabilisation de la tige terminatrice que causait la mutation. 
Nous avons done teste l'effet de la destabilisation de la tige terminatrice en mutant la base 
complementaire a l'U65 dans cette derniere structure. Si l'on regarde les resultats obtenus 
dans la figure 20 pour le mutant que l'on a appele A95C, on s'apergoit que son expression 
n'est pas constitutive, qu'elle est specifique et qu'elle est moindre que ce que l'on obtient pour 
riboregulateur de type sauvage. Done, a elle seule, la destabilisation de la tige terminatrice ne 
semble pas etre responsable des principaux effets observes chez le mutant U65C. Cependant, 
on pourrait attribuer la diminution de l'expression a l'alteration d'un site de pause et qui aurait 
pour effet de ne pas ralentir la progression de la polymerase a ARN et du meme coup laisser 
moins de temps pour la liaison du ligand. 
3.6 STABILITE DE LA TIGE TERMINATRICE VERSUS LA MUTATION U65C 
Toutefois, pour etre bien certains des resultats, nous avons cree un mutant, dans lequel on a 
introduit deux mutations qui ont pour effet de retablir la complementarite des nucleotides 65 et 
95 retrouvee dans le type sauvage lorsque la tige terminatrice se forme. II s'agit des mutations 
U65C et A95G. La figure 20 montre un resultat qui, a premiere vue, semble mitige. En effet, 
quoique le double mutant teste active davantage l'expression genetique que le mutant A95C, il 
demeure neanmoins que les niveaux restent de loin inferieurs a ceux obtenus pour le mutant 
U65C. II s'avererait done que c'est une combinaison de facteurs qui expliquent le phenotype 
du mutant. Plusieurs hypotheses ont ete formulees pour expliquer le fonctionnement de ce 
double mutant. Premierement, il s'agit peut-etre de l'equilibre qui est pousse vers le 
terminateur, car l'interaction a l'interieur de l'aptamere ne serait pas assez stable pour 
empecher completement la formation du terminateur. II y aurait done une sorte de competition 
entre les deux structures. Deuxiemement, l'alteration du site de pause mentionne plus tot 
pourrait reduire le nombre d'evenements de stabilisation que subit l'aptamere pendant la 
transcription et ainsi diminuer l'expression du gene. Toutefois, une chose est claire, ce n'est 
pas la destabilisation de la tige terminatrice qui explique la surexpression genetique. 
On peut expliquer jusqu'a maintenant que la mutation de l'uracile en position 65 par une 
cytosine occasionne une perte de specificite et de capacite a lier le ligand. Quoique la 
destabilisation de la tige terminatrice ait un effet sur l'expression genetique, elle ne peut pas 
expliquer a elle seule 1'augmentation de l'expression observee chez le mutant U65C. Lorsque 
que l'on compare les essais de RNase T1 entre riboregulateurs adenine de type sauvage et 
mutant pour U65C, la seule difference notable observee se retrouve en position 39. Tandis que 
pour le type sauvage, l'addition de MgCl2 augmente le clivage de ce nucleotide, c'est 1'effet 
inverse qui est observe chez le mutant puisqu'il est davantage protege. Cela pourrait ainsi bel 
et bien indiquer que le G en position 39 est implique dans une interaction qui n'a pas lieu dans 
le type sauvage en absence de ligand. 
Notre hypothese, en prenant en compte tous les resultats obtenus durant ce projet, serait que 
chez le mutant U65C, l'aptamere se replierait de fagon a ce qu'il y ait une interaction entre la 
guanine en position 39 et l'uracile en position 65. Deja, il existe des evidences que le 
repliement de l'aptamere differe chez ce mutant tel qu'analyse par essai in-line (Lemay et 
Lafontaine, 2007). La formation de cette interaction viendrait stabiliser l'aptamere au 
detriment de la tige terminatrice a la maniere du ligand chez le type sauvage. De plus, puisque 
la decision d'exprimer le gene n'est plus dependante de la presence en condition suffisante 
d'un ligand, et ce, pendant que l'ARNm est transcrit, cela expliquerait que l'expression soit 
constitutive, tres elevee et non specifique. Les analyses de resonance magnetique nucleaire 
(RMN) et de cristallographie realisees ont d'ailleurs confirme nos hypotheses (Delfosse et al., 
2009). 
3.7 L'IMPORTANCE DE LA TIGE PI POUR L'APTAMERE 
Dans un tout autre ordre d'idee, nous avions deja teste in vitro la fonctionnalite du 
riboregulateur en fonction de la longueur de la tige PI. Plus cette derniere est longue, plus il y 
a de paires de bases de formees et plus elle est stable (Lemay et Lafontaine, 2007). En utilisant 
le meme systeme rapporteur, nous avons teste des mutants dans lesquels le nombre de paires 
de bases a ete augmente de deux (7 paires de bases au total) ou de cinq (10 paires de bases au 
total). Dans le premier cas, aucun n'effet n'etait observe. Tout etait semblable au 
riboregulateur de type sauvage. Toutefois, il en allait tout autrement pour l'autre mutant. Les 
resultats d'expression etaient semblables au mutant U65C. Le niveau etait semblable, il etait 
non specifique et tout aussi constitutif. II est done interessant de comparer ces deux mutants au 
niveau de leur stabilite. Le rallongement de la tige PI semble favoriser l'aptamere autant que 
l'interaction G-C probable du mutant U65C. Ceci peut donner une idee de la force de 
l'interaction qui se produit dans le coeur en reponse a la mutation, de 1'importance de la 
stabilite de cette region et son effet sur la fonction du riboregulateur. 
3.8 ANALYSES TRANSCRIPTIONNELLES 
L'etude de l'ARN peut s'averer delicate, car c'est une molecule relativement fragile et 
pouvant etre degradee par les RNases. La comprehension du mecanisme de synthese de ces 
ARN est un sujet qui ne date pas d'hier. Beaucoup de travaux ont ete realises dans ce but et 
l'on comprend mieux que jamais le phenomene. Cela a permis, entre autres, le developpement 
de techniques permettant de produire des complexes d'elongation individuels arretes a la 
position desiree durant l'elongation de la transcription et qui apportent une nouvelle dimension 
a la comprehension de ce mecanisme. Cela permet plusieurs types d'analyses structurelles, 
comme des essais enzymatiques aux essais chimiques en passant par la spectrometrie en temps 
reel et tout cela pendant la transcription. Ainsi, les donnees recueillies vont refleter davantage 
les conditions naturelles de repliement cotranscriptionnel de l'ARN tout en tenant compte de 
la cinetique entourant l'elongation de la transcription. II a principalement ete demontre lors de 
ce travail qu'il etait possible d'adapter ces techniques pour l'etude de la regulation par les 
ARN, plus particulierement la riboregulation. Pour ce faire, il s'averait dans ce cas-ci que la 
polymerase a ARN d'E. coli etait celle qui se rapprochait a la fois le plus de la polymerase 
impliquee dans la transcription du riboregulateur et qui etait aussi la plus facilement utilisable 
du a sa disponibilite commerciale. 
Pour le riboregulateur adenine, il a ete predit que l'expression du gene se fait de fa9on 
cotranscriptionnelle (Wickiser et al., 2005a). Nous avons done decortique le processus 
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d'elongation du riboregulateur a l'aide de la transcription par etape. L'analyse des differents 
complexes transcriptionnels par la technique de transcription a cycle unique n'est 
malheureusement pas encore assez a point pour tirer des conclusions. Cependant, elle a tout de 
meme demontre que la decision d'exprimer le gene se prenait assez tardivement (Figure 27). 
Cela a pour effet, pour 1'instant, de rendre bien difficile la cartographie de la region qui nous 
interesse, car plus on doit effectuer des etapes de transcription, plus il y a de la perte 
d'echantillons. C'est du meme coup ce qui nous a pousse a utiliser la proteine barriere. Cette 
proteine nous permet de reduire le nombre d'evenements d'elongation a condition de reussir a 
integrer son site de liaison dans la matrice d'ADN sans alterer la fonctionnalite du 
riboregulateur. Dans ce cas-ci, les resultats obtenus ont demontre que la modification de la 
sequence ne modifiait pas l'activite du riboregulateur en condition de transcription a cycle 
unique. Nous avons aussi obtenu 1'assurance par gel de retardement que la proteine pouvait se 
lier a notre matrice. Toutefois, apres avoir demontre que la transcription etait bloquee en 
presence de la proteine barriere, nous n'avons pas encore tout a fait reussi a nous en servir 
dans le contexte de transcription par etape. Cependant, les tests preliminaries se sont averes 
encourageants en ce sens qu'il etait relativement efficace de faire redemarrer la transcription 
apres l'avoir bloquee. Avec les quelques ajustements mineurs a realiser, il sera possible 
d'ameliorer la qualite des resultats en diminuant la perte d'echantillons par ce processus. Cela 
permettra de mieux identifier les evenements qui ont lieu lors des derniers instants durant 
lesquels le ligand peut se lier au riboregulateur naissant. 
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CONCLUSION 
Depuis leur decouverte, beaueoup d'etudes ont ete realisees afin de mieux caracteriser les 
riboregulateurs. La plupart de ces tests ont ete effectues in vitro et on servit a determiner leur 
fonctionnement, leur repliement et leur structure. La comprehension de la riboregulation a 
beaueoup evolue depuis le debut des annees 2000. Assez pour commencer a voir naitre des 
possibilites d'applications pour des traitements antibiotiques contre des agents pathogenes 
multiresistants. 
Ce projet de recherche a permis d'approfondir nos connaissances sur la riboregulation et plus 
particulierement sur le riboregulateur adenine. En combinant des techniques de mutagenese et 
de systeme rapporteur, nous avons en premier lieu reussi a mieux definir les differentes 
interactions qui surviennent lors du repliement cotranscriptionnel du riboregulateur en absence 
et en presence de ligand. Nous avons aussi mis en evidence 1'importance de la stabilisation de 
l'aptamere dans le processus decisionnel d'expression genetique et mieux defini les acteurs 
qui influencent cette decision. Nous nous sommes attardes dans la region du coeur du 
riboregulateur, car c'est la qu'on retrouve le plus haut degre de conservation des nucleotides. 
Les resultats obtenus ont montre que tous ces nucleotides sont importants, mais pas pour les 
memes raisons. Certains sont essentiels pour le repliement adequat de l'aptamere tandis que 
d'autres influenceront au plus haut point l'affinite et la specificite du riboregulateur pour son 
ligand. Parmi ces derniers, il y a une mutation specifique qui a attire particulierement notre 
attention, la U65C. Cette mutation qui se devait de completement inactiver le riboregulateur 
en empechant la liaison du ligand a plutot demontre 1'importance de l'absence naturelle de 
certains nucleotides a des endroits bien precis dans le coeur. En effet, cette mutation, par le fait 
qu'elle a la capacite de defaire le fragile equilibre entre l'expression ou non d'un gene, montre 
comment les genes qu'ils controlent peuvent etre si finement regules. Enfin, ce mutant est le 
premier exemple connu d'ARN capable de se restructurer en imitant les interactions qui 
surviennent dans le riboregulateur en reponse a la liaison du ligand. La comprehension de ces 
evenements est importante afin de prevoir, entre autres, les mecanismes de defense des 
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bacteries si les riboregulateurs servent de cibles pour la creation de nouveaux antibiotiques. II 
est possible d'imaginer que des mutations pourraient etre favorisees par la pression selective 
occasionnee par ces antibiotiques et une bonne connaissance de ces riboregulateurs pourrait 
dans le meilleur des cas, permettre d'empecher le developpement d'une resistance ou du 
moins la ralentir. 
Outre la comprehension des interactions et des changements de structures assurant la 
fonctionnalite du riboregulateur, il appert que tous les elements entourant le processus de 
transcription peuvent avoir une influence sur l'expression genetique. C'est pourquoi nous nous 
sommes aussi attardes a mieux definir les evenements entourant cette riboregulation. Une des 
plus grandes influences sur la fonctionnalite du riboregulateur se fait sentir des les premiers 
instants de la transcription. On se doit done de bien comprendre la transcription de cet ARN 
afin de bien determiner son mode de fonctionnement. 
Diverses techniques ont ete adaptees pour etudier le repliement de l'ARN durant la 
transcription. Les principales techniques ont ete mises au point dans le laboratoire durant ce 
projet. Nous pouvons, entre autres, caracteriser le riboregulateur dans son contexte 
transcriptionnel a des moments bien definis lors de 1'elongation. Cela nous a permis de 
constater que le processus decisionnel s'effectue a l'interieur d'une fenetre de temps 
relativement tres courte dans laquelle la concentration d'adenine va influencer l'expression du 
gene. Passee cette fenetre, un changement de la concentration du ligand n'aura plus d'effet sur 
la transcription du gene. Cependant, les resultats obtenus jusqu'a present ne permettent pas de 
definir assez precisement cette fenetre. Nous esperons bien que dans un futur rapproche, etre 
en mesure de repondre a cette question. Pour ce faire, il va etre necessaire, entre autres, de 
peaufiner les differentes techniques deja utilisees lors de ce projet. En reponse aux resultats 
obtenus, il sera peut-etre alors interessant de pousser davantage 1'investigation afin de 
repondre aux nouvelles questions qui auraient pu en decouler. Pour finir, il faudra aussi etre a 
l'affut de toutes informations pertinentes ou toutes nouvelles techniques qui pourraient 
apparaitre dans la litterature susceptible de pouvoir faire progresser le projet. 
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Jusqu'a maintenant, de nombreuses etudes ont demontre que les aptameres, categorie qui 
inclut aussi les riboregulateurs, pouvaient etre utilises dans le developpement de nouvelles 
applications dans differents domaines. Parmi celles-ci, on pourrait nommer la regulation 
conditionnelle de genes, la visualisation de la distribution des ARN et des proteines dans les 
organismes en combinaison avec la microscopie a fluorescence, comme biosenseurs pour la 
detection de molecules dans des echantillons biologiques ou comme cible pour le 
developpement de nouveaux antibiotiques en medecine (Weigand et Suess, 2009). Done, les 
resultats de ce projet vont contribuer a faire progresser la science des molecules capables de 
lier des metabolites, autres que les proteines, et le developpement de nouvelles techniques. 
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